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1. INTRODUCAO

1. Paracoccidioidomicose: 0 agente e a doenca

Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo dimorfico, causador de doenga pulmonar ¢
sistémica em humanos, conhecida como paracoccidioidomicose (PCM). A infec¢do geralmente
ocorre por inalagdo de propagulos uninucleados, denominados conidios. Os conidios sdo formas
de resisténcia as condi¢des adversas ambientais, que transitam para forma leveduriforme
(parasitaria) nos alvéolos pulmonares do hospedeiro susceptivel (BRUMMER et al, 1993;
BORGES-WALMSLEY et al, 2002). Ha relatos de que os conidios podem ocorrer em solo
(ALBORNOZ, 1971) e agua (RESTREPO, 1985) de regides endémicas. P. brasiliensis cresce
na forma de leveduras a 37°C em cultura e nos tecidos do hospedeiro, mas em baixas
temperaturas desenvolve-se na forma de micélio com hifas septadas. A forma leveduriforme do
P. brasiliensis ¢ metabolicamente ativa, produzindo enzimas como fosfatases, esterases e
desidrogenases durante o desenvolvimento do fungo.

As caracteristicas ecoldgicas das areas endémicas e dados laboratoriais sugerem que o
micronicho do fungo seja estabelecido o solo, em lugares onde as temperaturas variam de 17 a

24°C e com indices pluviométricos de 900 a 1800 mm/ano (BRUMMER et al, 1993). Em regido



de alta incidéncia de PCM, P. brasiliensis foi isolado de solo umido e sombreado, encontrado
nas habita¢des de Dasypus novemcinctus, popularmente conhecido como tatu (BAGAGLI et al,
2003). P. brasiliensis também foi encontrado em tecidos ¢ excrementos de diversos animais,
como morcegos, esquilos e pingiliins (RESTREPO et al, 2001). Mais recentemente foi mostrado
que animais domésticos possuem anticorpos que reconhecem antigenos de P. brasiliensis, sendo
potenciais reservatérios do fungo (ONO et al, 2001). Geograficamente, a PCM ¢ distribuida por
toda a América Latina, compreendendo uma regido que se estende da Argentina até o México,
com prevaléncia significativa no Brasil, que possui a maior a maior quantidade de casos
reportados, cerca de 80% (RESTREPO et al, 1973).

Uma caracteristica comum a diversos fungos, patogénicos ou nao, ¢ a presenga de o e [3-
glucanas na composicao da parede celular. Cepas mais virulentas de P. brasiliensis apresentam
uma maior percentagem de o-glucanas (HOGAN et al, 1996). No entanto, o principal antigeno
de superficie do fungo e fator de viruléncia é a gp43, glicoproteina também componente da
parede celular do P. brasiliensis. Na PCM , assim como em outras micoses, ha uma correlagido
direta entre viruléncia e capacidade de adesdo as membranas das células do hospedeiro ou a
matriz extracelular. Juntamente com uma proteina de 30 kDa recentemente identificada
(ANDREOTTI et al, 2005), gp43 colabora para ligacdo as proteinas da matriz extracelular. A
presencga de soro anti-gp43 reduziu a aderéncia de P. brasiliensis, o que confirma a fungéo de
adesao exercida pela gp43 (MENDES-GIANNINI et al, 2000).

A gp43 ¢ também secretada extracelularmente pela forma leveduriforme, sendo detectada no
soro de pacientes com PCM (TABORDA et al, 1998). Exerce também propriedades regulatérias
sobre a diferenciacdo de linfocitos T in vivo (FERREIRA et al, 2003) ¢ também sobre fungdes

dos M@s in vitro, como inibi¢do da produgdo de H,O, e NO (POPI et al, 2002). Analise do



trancriptoma de P. brasiliensis revelou a presenca de seqiiéncias codificadoras de fatores de
viruléncia comuns a outros fungos, como enzimas do ciclo do glioxilato, superoxido dismutase,
tiolperoxidase, fosfolipase e catalase, entre outros.

Devido as lesdes freqiientemente encontradas na mucosa buco-faringea de pacientes com
PCM, a penetracao traumatica do fungo (devido a hébitos peculiares de mastigacdo de vegetais
e limpeza dental com gravetos) foi aventada por alguns autores como uma das vias de infec¢do
por P. brasiliensis (LACAZ et al, 1991). Posteriormente, através de estudos experimentais ¢
observacgdes clinicas, percebeu-se que as lesdes originavam-se por disseminagdo hematogénica
(inclusive para mucosas nasal e retal) do fungo apds infecgao primaria pulmonar (NEGRONI et
al, 1979).

A PCM ¢ observada geralmente em homens adultos, trabalhadores de zonas rurais ou
individuos que exercem profissdes na lida com plantas e jardins (BRUMMER et al, 1993). As
lesdes causadas pelo P. brasiliensis geram fibrose nos 6rgdos atingidos, afetando sua fungdo
normal (TUDER et al, 1985). Nas mucosas nasal ¢ oral as lesdes sdo destrutivas, acarretam em
incapacidade de respiracdo plena e de alimentacgdo, além de legar deformidades estéticas. Além
do mais, as lesdes paracoccidioidomicoticas sdo sitios de infec¢des secundarias por outros
fungos e por bactérias. O impacto socio-econdomico da PCM ¢é importante, pois além de
incapacitante, a doenca exige tratamento com antifungicos de custo elevado e por tempo
prolongado, levando muitos pacientes ao abandono da medicag¢do, elevando o risco de
reativagdo da infeccao.

As formas da PCM sdo divididas em duas categorias: a juvenil e a adulta (FAVA-NETO,
1961; Brummer et al, 1993). Em ambas hd comprometimento das fung¢des imunologicas

mediadas por células, mas a imunidade humoral é preservada, com marcada ativacdo policlonal



(CHEQUER-BOU-HABIB et al, 1989). A forma juvenil da PCM (aguda, 3-5% dos casos)
caracteriza-se por um curso rapido e de grande severidade, compreendendo doenga sistémica
causadora de hipertrofia do sistema reticuloendotelial e disfungdo profunda da medula dssea. As
lesdes apresentam numero elevado de leveduras, geralmente com auséncia de formagdes
granulomatosas organizadas (FRANCO et al, 1987). Sem tratamento rapido essa condigdo
clinica usualmente ¢é fatal. Pacientes desse grupo sdo pertencentes ao grupo denominado
anérgico, nos quais sdo encontrados altos titulos de anticorpos de diversos isotipos,com
supressao da resposta imune celular (LACAZ et al, 1982; BRUMMER et al, 1993).

A forma adulta (crénica, perfazendo cerca de 90% dos casos relatados) da PCM ¢
predominantemente unifocal e pulmonar. Dependendo da condicdo geral do paciente, pode ser
leve, moderada ou severa. Os sintomas (como tosse freqiiente, febre, perda de peso e
dificuldades de respiracdo) aparecem gradualmente, podendo ser confundidos inicialmente com
outras enfermidades pulmonares. A formacdo de infiltrado inflamatorio é evidente, com
presenca de linfocitos CD4" e CD8" e geragdo de granulomas epitelidides, com macrofagos
englobando um niimero sempre variavel de fungos. Lamentavelmente, os pacientes procuram
tratamento quando hé sinais de debilitagdo fisica e respiratdria e os sintomas sdo intensos.
Muitas vezes, nesta fase, hd disseminacdo a partir do foco pulmonar inicial, ocorrendo
formagdo de lesdes extrapulmonares. A médio e longo prazo a mortalidade por PCM croénica.
Portanto, a institui¢do da terapia antifungica deve ser iniciada o mais urgente possivel. Pacientes
enquadrados nessas condigdes situam-se no polo hiperérgico da doenca (LACAZ et al, 1982).

Apesar da terapia correta e no tempo estipulado, alguns focos quiescentes (contendo fungos
viaveis) podem permanecer, podendo ocorrer relapsos (reinfec¢do enddégena) em média 4 anos

apos a infecgdo inicial. A reinfec¢do exdgena também € possivel, porém infreqiiente. A fibrose



tecidual forma uma barreira a entrada de agentes terapéuticos, permitindo a perpetuacdo do
fungo em focos quiescentes (RESTREPO et al, 1980; TUDER et al, 1985).

A baixa incidéncia de PCM em mulheres levou a investigagdes sobre um fator adicional a
exposi¢do ocupacional: um possivel efeito protetor inerente ao estrogeno, fato que veio a ser
confirmado posteriormente. RESTREPO et al (1984) mostraram que o 17-B-estradiol inibiu a
transicdo da forma miceliana para leveduriforme in vitro. A presenca de estrogeno também
inibiu transi¢do de conidio para formas leveduriformes (SALAZAR et al, 1988).

A susceptibilidade humana a PCM pode estar também intrinsecamente ligada a fatores
genéticos. Pacientes que apresentam antigenos HLA-B40/Cw1 e A2/B40 tém maior incidéncia
da doenca comparativamente aos individuos saudaveis (LACERDA et al, 1988; GOLDANI et
al, 1991). O padrao de susceptibilidade e resisténcia contra P. brasiliensis foi determinado
experimentalmente, entre diferentes linhagens de camundongos, mostrando a relacdo de MHC e
susceptibilidade a PCM. Animais de linhagem B10.A e C57BL/10 foram mais susceptiveis,
enquanto A/Sn e DBA/2 foram classificados com resistentes ao fungo (SINGER-VERMES et
al, 1995). Contudo, ndo ¢ correto relacionar susceptibilidade somente a um determinado MHC,

pois animais resistentes (B10.A) e susceptiveis (A/Sn) apresentam o mesmo haplotipo, H-2

(CALICH et al, 1985).

2. Inflamagéo granulomatosa

A inflamagdo granulomatosa ¢ imperativa para resolu¢do de diversas doengas. Granulomas
podem ser formados em resposta a agentes indutores de resposta Thl (P. brasiliensis ¢
Mycobacterium tuberculosis) e Th2, como os encontrados em infec¢des por Schistosoma

mansoni (CHENSUE et al, 1995; CHIU et al, 2004). Segundo MARIANO (1995), "O



granuloma tipico induzido por M. tuberculosis, tanto em humanos e animais de laboratorio
quanto em condic¢des laboratoriais em animais, ¢ uma cole¢do focal de células mononucleares
circundada por tecido conectivo que inclui fibroblastos, fibras de colageno e vasos
neoformados". Granulomas em doencas infecciosas, em geral, apresentam grandes Ms
usualmente ocupando o centro da lesdo, circundando o agente infeccioso e impedindo sua
dissemina¢do. Com o desenvolvimento do granuloma, os M@s exibem um citoplasma
eosinofilico e ntcleo com cromatina dispersa. Nesse estagio, as células sdo denominadas
epitelidides (organizadas em camadas ou agregados) que podem fundir-se, formando colec¢des
de células multinucleadas ("polykaryons") encontrados nas areas centrais e em torno de areas
necroticas.

As células multinucleadas sdo divididas em duas categorias: células de Langhans, as quais
apresentam nucleos dispersos perifericamente; e células gigantes, que possuem nucleos
dispersos pelo citoplasma (MARIANO, 1995). E importante salientar a presenca de granuldcitos
na area central dos granulomas, principalmente nos periodos iniciais de sua formagdo. A
tendéncia ¢ que a presenca de N@s diminua com o desenvolvimento da lesdo. Eosindfilos
também podem ser encontrados no granuloma, distribuidos através do foco infeccioso, sendo,
porém, observados com maior freqiiéncia em respostas tipo Th2, como durante a resposta
granulomatosa contra S, mansoni (FREEMAN et al, 2005)

Em geral, infeccdo experimental murina com P. brasliensis resulta em formagdo de
granuloma (FRANCO, 1986). Granulomas paracoccidioidomicéticos sdo estruturalmente
arranjados em duas zonas, a central e a periférica. A zona central ¢ subdividida em outras duas:
afibrilar, abrigando macréfagos, células epitelidides, células gigantes e fungos; e outra mais

externa, a fibrilar, composta por fibras delgadas de colageno tipos I e IIl randomicamente



dispersas. Ja a area periférica do granuloma ¢ rica em fibroblastos e matriz extracelular,
principalmente, constituida por colageno tipo I arranjado em feixes compactos, entrelagados
com finas fibras de coladgeno tipo III (KERR et al, 1988; COCK et al, 2000).

Ha uma evidente correlagdo entre a resposta imune humoral ou celular gerada contra P.
brasiliensis e a morfologia dos granulomas em hamsters. Quando predomina a resposta imune
celular, ha formacdo de granulomas organizados tipicos. Contrariamente, quando prevalecem
altos niveis de anticorpos e baixa imunidade celular, os granulomas s3o frouxos e mal
organizados (PERACOLI et al, 1982). Foi demonstrada correlagdo entre nivel elevado de
IgG2b e susceptibilidade (B10.A). Ao contrario, altos niveis de IgG2a correlacionam-se com
resisténcia e menor taxa de mortalidade na infecgao experimental (CANO et al, 1995).

O tipo de resposta granulomatosa frente ao P. brasiliensis é também fator determinante.
Animais resistentes (A/Sn) apresentam nodulos encapsulados bem definidos, com predominio
de colageno tipo I, maciga presenca de neutréfilos (NO@s) e poucos fungos viaveis. Ja em
animais susceptiveis (B10.A), o tipo de lesdo predominante mostrava menor tendéncia a
encapsulacdo, com multiplos e pequenos focos granulomatosos, presenca de plasmocitos e
fibras reticulares de colageno III. Essas andlises histopatologicas demonstraram a influéncia de

fator genético para o tipo de lesdo desenvolvida na PCM (XIDIEH et al, 1999).

3. Imunidade Inata

A imunidade inata ¢ filogeneticamente conservada entre organismos multicelulares. Em
mamiferos a presenca de células “gamma-delta” e producdo de substancias mantidas
evolucionariamente, como defensinas e colectinas, sdo parte importante no sistema de defesa

inata (LEHRER, 2004; ROMANI, 2004; SELSTED & OUELLETTE, 2005). A resposta inata ¢



responsavel pelo reconhecimento de microrganismos por receptores altamente conservados, que
detectam moléculas de agentes patogénicos em primeira instancia, agindo como “sensores de
risco” (AKIRA et al, 2001; SELSTED & OULLETTE, 2005). A produgdo de citocinas por
células participantes da imunidade inata afeta criticamente e modula profundamente células
componentes da imunidade adaptativa (LIEW, 2003).

As linhas de defesa contra fungos sdo numerosas, compreendendo desde mecanismos
protetores encontrados também em seres multicelulares menos evoluidos (imunidade inata) até
a sofisticada resposta adaptativa, prontamente exibida durante infec¢do (ROMANI, 2004). A
participagdo de mecanismos naturais de defesa é essencial na PCM. A fagocitose, sistema
complemento e células "Natural killer" (NK) compdem um sistema de defesa eficaz na
contencdo do crescimento fungico (CALICH et al, 1979; JIMENEZ et al, 1984; BRUMMER et
al, 1989).

A eficacia da defesa antimicrobiana ¢ atribuida a habilidade do sistema imune em integrar
imunidade inata ¢ imunidade adaptativa. Células dendriticas ¢ M@s, por exemplo, sdo
fundamentais na apresentacdo de antigenos (essencialmente via MHC classe II) para linfocitos
T. Recentemente foi demonstrado que os TLR (receptores evolucionariamente conservados)
localizados na superficie dessas células sdo determinantes no controle da infec¢do por fungos
(MEIER et al, 2003; ROEDER et al, 2004). Moléculas de superficie de fungos podem ligar-se
TLR, ativando vias de sinalizagdo que culminam na produgdo de citocinas relevantes para o
processo inflamatério e resolugdo da infeccdo (STRIETER et al, 2002). A producao de TNF-a
e IL-1 durante a candidiase disseminada ¢ dependente de TLR2 (NETEA et al, 2002). TLR4,
por sua vez, medeia sinalizag¢do intracelular que culmina na produgdo das quimiocinas MIP-2 e

KC, importantes na elicitacdo de N@s para o sitio inflamatorio.



Uma instalagdo rapida de ambiente inflamatério ¢ salutar para eliminagdo do P. brasiliensis
(GONZALEZ et al, 2003). Células fagociticas possuem atividade antifiingica intrinseca,
eliminando o patogeno através de mecanismo oxidativo ("burst" respiratorio) ou ndo oxidativo
(desgranulacdo e liberagdo de moléculas efetoras, como defensinas e proteinas catidnicas) e
seqiiestro de ions ferro (ROMANI, 2004). NOs apresentam atividade antifungica direta contra
C. albicans, mas também produzem IL-10 e IL-12, promovendo ativagdo e controle da resposta
imune (ROMANI et al, 1997 b). N@s murinos ativados ou nao por citocinas exercem exercem
acdo fungicida e fungistatica contra P. brasliensis nos estagios iniciais infecgdo,
respectivamente, acdo essencial para posterior contengcdo da disseminagdo do patdgeno
(KURITA et al, 1999 a).

Polimorfonucleares (PMN) de sangue periférico humano foram examinados in vitro para
verifica¢do de acdo antifiingica contra P. brasiliensis. As leveduras do fungo foram resistentes a
morte, porém houve efeito fungistatico quando o ensaio foi efetuado com incubagao prolongada
com PMN; lisados celulares de PMN, contudo, ndo exerceram efeito fungistatico (KURITA et
al, 1999 b). N@s de pacientes com PCM apresentam falha na capacidade digestiva in vitro
(GOIHMAN et al, 1980). Da mesma maneira, N@s de animais sensiveis, ao contrario daqueles
de animais resistentes, apresentam falha na producdo de espécies reativas de oxigénio
(MELONI-BRUNERI et al, 1996). Os leucocitos mais importantes na defesa contra P.
brasiliensis sdo os M@s, que aportam logo apds os N@s no sitio de inflamag¢do. M@ ativados
por INF-y exercem efeito fungicida sobre conidios de P. brasiliensis devido em grande parte a
producdo de o6xido nitrico (GONZALEZ et al, 2000). Além do mais, sdo fundamentais na

composicao de granulomas epitelidides durante a PCM.



4. Imunidade Adaptativa: Citocinas

A imunidade adaptativa desempenha papel fundamental na defesa contra diversos
patogenos e estd centrada em linfocitos B e T, que apos reconhecimento de antigenos estranhos
através de receptores especificos, interagem ¢ amplificam a resposta imune pela liberagdo de
anticorpos e citocinas tipo Thl e Th2. As citocinas INF-y, IL-12 e TNF-a sd3o as principais
ativadoras da resposta imune tipo Thl e imprescindiveis para o inicio e efetivacdo da resposta
inflamatoria. (MURPHY et al, 1994). Uma vez iniciada a eliminacdo dos microrganismos
patogénicos, ha formacdo de mecanismos agressores (que muitas vezes danificam tecidos
sauddveis, adjacentes ao foco infeccioso), além de resposta de reparo e remodelagem tecidual.
As citocinas, tanto de tipo Thl como Th2, exercem papel ativo e imprescindivel também na
recomposi¢ao funcional do 6rgdo danificado (STRIETER et al, 2002).

Todo processo inflamatorio ¢ coordenado, através de estimulos positivos ou negativos,
pela inter-relacdo de todo o sistema imune celular, onde integram-se os linfocitos CD4 e CDS.
O papel de linfoécitos T na protecao contra infecgdes flingicas € essencial, pois sdo as principais
células produtoras de INF-y, o principal ativador dos M@ (CANO et al, 1995; CANO et al,
2000; ROMANI, 1997 a; SCHNIZLEIN-BICK et al, 2003).

A ativagdo de M@s por citocinas (principalmente INF-y) liberadas por células T ¢
fundamental para eliminagdo de diversos parasitas animais, como S mansoni, Leishmania
major, Toxoplasma gondii e Cryptococcus neoformans. A participagao do sistema imune
especifico na resisténcia contra P. brasiliensis estd bem descrita, sendo parte essencial na
estratégia de defesa contra o fungo. (RESTREPO et al, 1982; MOSCARDI-BACCHI et al,

1989; CANO et al, 1995; ALMEIDA & LOPES, 2001).



Na PCM a geracao de resposta Thl por INF-y determina resisténcia a PCM, enquanto
resposta Th2 esta associada a susceptibilidade (MURPHY et al, 1998; KASHINO et al, 2000;
PINA et al, 2004). Também experimentalmente foi demonstrado que INF-y exerce papel
protetor na PCM (CANO et al, 1998; SOUTO et al, 2000). A administragdo de IL-12 conferiu
protecdo em infecgdo sistémica por P. brasiliensis e aumentou o processo inflamatorio através
da elevagdo de INF-y (ARRUDA et al, 2002). O desequilibrio entre produgdo de IL-12, INF-y e
IL-10 (com predomindncia dessa ultima) promove susceptibilidade 8 PCM (BENARD et al,
2001). TNF-a e IFN-y medeiam resisténcia ao P. brasiliensis e induzem producao de NO
principalmente por M@s (SOUTO et al, 2000). Os M@s ativados apresentam niveis aumentados
da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel pela produgdo de reativos
intermediarios de nitrogénio (RIN) como nitritos (NO;"), nitratos (NO3") e 6xidos como o NO.

A participagdo do NO na formag¢do e manutencdo de resposta tipo Thl ¢é conhecida
(NIEDBALA et al, 1999). No entanto, o excesso de produgdo de NO durante a PCM promove
susceptibilidade ao P. brasiliensis, devido a diminui¢ao dos niveis de TNF-a. (NASCIMENTO
et al, 2002). Além do mais, a despeito da importancia para a eliminagdo do P. brasiliensis, a
ativagdo da producdo do NO na PCM contribui para a ocorréncia de imunossupressdo observada
durante o curso da infec¢@o. Prova disso € que o tratamento com de inibidor de NO (N w-nitro-

L-arginina) previne falha na defesa celular contra P. brasiliensis em modelo experimental

(BOCCA et al, 1998).

5. Imunidade adaptativa: Interleucina-18 (1L -18)
OKAMURA et al (1995) descreveram uma nova citocina potente indutora de INF-y,

posteriormente denominada com o IL-18. Estudos demonstraram que a estrutura de IL-18



assemelha-se a IL-12 e aos membros da familia IL-1 (DINARELLO, 1999) mas possui maior
espectro de agdes no sistema imune (KOHNO & KURIMOTO, 1998). Em geral, o receptor de
IL-18 (IL-18R) ¢ expresso somente em cé¢lulas Th1l. O aumento da expressdo desse receptor em
linfocitos T e células NK advém de estimulos propiciados por IL-12 ¢ INF-y (YOSHIMOTO et
al, 1998; XU et al, 1998; SMELTZ et al, 2002).

IL-18 ¢ armazenada na forma de precursor inativo e sua forma ativa surge apos clivagem
pela caspase-1, mesma enzima requerida para o processamento da IL-1(, citocina com a qual
IL-18 similaridade estrutural (FANTUZZI et al, 1999).

A auséncia de IL-18 foi prejudicial a atividade de células NK e desfavorece uma resposta
Thl (TAKEDA et al, 1998). Estudos em diferentes modelos experimentais, porém, mostraram
que IL-18 ¢ uma citocina que, dependendo do ambiente onde se desenvolve a resposta imune,
pode amplificar tanto uma resposta Thl como Th2 (NAKANISHI et al, 2001). Em animais
deficientes de INF-y a IL-18 induz células NK a produzirem IL-13, uma citocina tipo Th2
(HOSHINO et al, 1999). A auséncia de IL-12 também predispde a uma resposta do tipo Th2 via
IL-18 (YOSHIMOTO et al, 1999).

Em geral, IL-18 isoladamente ndo induz producdo de INF-y, mas amplifica a indugdo
promovida pela IL-12 (DINARELLO & FANTUZZI, 2003). IL-18 sinergiza também com
outras citocinas, como IL-15 e IL-21, promovendo producdo de INF-y por células NK (ZHANG
et al, 1997; STRENGELL et al, 2003). Contudo, demonstrou-se que animais "knockout" (KO)
para IL-18 (IL-18KO) infectados por Propionibacterium acnes apresentam um quinto da
quantidade de INF-y encontrada em animais "wild type" (WT) infectados pelo mesmo patogeno.
Isso demonstra que IL-18 (a0 menos em alguns modelos experimentais) ¢ fundamental para

manuten¢do de niveis protetores de citocinas Thl (TAKEDA et al, 1998).



A IL-18 ¢ uma citocina com atividade pleiotrdpica, exercendo papel e um amplo espectro de
patologias agudas ou cronicas ¢ como ativadora de fung¢des importantes na resposta imune
(MCINESS et al, 2000). IL-18 pode também promover efeitos deletérios em miocardio, figado e
cérebro pelo acimulo de INF-y, TNF-a e formagdo de infiltrado inflamatério, além de
desempenhar papel patoldgico na inflamacdo intestinal (DINARELLO & FANTUZZI, 2003).

Dentre outras fungdes da IL-18, podemos destacar: atragdo de células dendriticas
plasmocitdides e promog¢do de resposta Thl (KASER et al, 2004); regulagdo de ICAM-1 em
mondcitos humanos (STUYT et al, 2003); defesa contra agentes infecciosos (KAWAKAMI,
2002; WEIJER et al, 2003); angiogénese in vivo e in vitro (PARK et al, 2001); ativacdo de N@s
(LEUNG et al, 2001); participacdo no mecanismo de asma fungica (BLEASE et al, 2001);
inducdo da expressdo de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a por M@s (NETEA et al, 2000). Juntamente
com IL-2, porém IL-18 promove resposta do tipo Th2 essencial, no combate ao Strongyloides
venezuelensis (SASAKI et al, 2005).

A adicdo de INF-y em cultura de esplendcitos de camundongos deficientes de INF-y
infectados por T. cruzi modula apoptose por dois mecanismos distintos: aumentando os niveis
de NO e expressdao de Fas/FasL (MARTINS et al, 1999). Ainda ndo foi estudado, porém, se na
PCM a IL-18 induziria, direta ou indiretamente, niveis de INF-y que pudessem influenciar a
produgdo de NO ou a expressdo de Fas/FasL em leucécitos pulmonares.

A importancia de IL-18 tem sido estudada também em infec¢des por protozodrios e fungos.
Na infecgdo por L. major IL-18 determina uma resposta Th1 indiretamente, estimulando células
Thl a produzirem INF-y (OHKUSU et al, 2000). Contudo, outro estudo demonstrou que
animais deficientes de IL-18 infectados por L. major produziram niveis similares de IFN-y

aqueles apresentados por animais normais durante o periodo de infeccdo (MONTEFORTE et al,



2000). IL-18 isoladamente, porém, ndo direcionou desenvolvimento de resposta Thl em
camundongos BALB/c ou C57BL/6 (ROBINSON et al, 1997). A administracdo de IL-18 a
animais C3H/HeN promoveu efeito exacerbante da leishmaniose. Contrariamente, WEI et al
(1999) demonstraram que animais deficientes de IL-18 sdo mais susceptiveis a L. major. As
diferengas encontradas entre esses estudos podem ser devidas: ao tempo de observacdo mais
longo (MONTEFORTE et al, 2000); ou ao “background” genético dos animais utilizados, que
sao diferentes. Esses resultados demonstraram que IL-18, diferentemente da IL-12, nem sempre
¢ necessaria para o desenvolvimento de resposta Th1 (WEI et al, 2004).

Animais deficientes de IL-18, mas niao de IL-12, sdo susceptiveis & forma sistémica da
candidiase (NETEA et al, 2003). A administracdo de IL-18 em animais infectados por C.
neoformans resultou na eliminagdo de microrganismos dos pulmodes, além de impedir
disseminagdo para o cérebro ¢ aumentar a sobrevida dos animais (KAWAKAMI et al,1997). O
sinergismo entre [L-12 e IL-18 ¢ importante também na indugdo INF-y por células NK e MOs
peritoneais em resposta ao C. neoformans (ZHANG et al, 1997, QURESHI et al, 1999). A
participacdo da IL-18 na resisténcia ou na susceptibilidade ao P. brasiliensis ndo foi ainda

determinada, seja clinicamente ou experimentalmente.

6. Imunidade adaptativa:quimiocinas

Quimiocinas sdo fatores protéicos importantes na resposta imune contra patdégenos, que
regulam ndo apenas a composi¢cdo do infiltrado inflamatdério, mas também a ativagdo celular.
Sdo divididas em quatro grupos, de acordo com a posi¢do de duas das quatro cisteinas

conservadas entre os membros dessa familia: CXC (a); CC (B); C (y); e CX;C.



As o e [ quimiocinas sdo mais relevantes no recrutamento de leucocitos em infecgdes
pulmonares agudas e cronicas (HUFFNAGLE et al, 1995). Em quimiocinas CXC a presenca da
seqiiéncia glutamato-leucina-arginina (ELR) préxima a regido N-terminal determina uma maior
especificidade quimiotatica sobre N@. Na auséncia de ELR ha seletividade para células
mononucleares. As principais quimiocinas ELR sdo IL-8 (KC) e MIP-2, e as CXC sem ELR
mais representativas sao PF-4, IP-10 e MIG (ROLLINS, 1997). As B quimiocinas (MIP-1a,
MIP-1B3, MCP-1 e RANTES) induzem principalmente o recrutamento de linfocitos, mondcitos e
eosinofilos (OPPENHEIM et al, 1991), mas N@s também migram em resposta a essas
quimiocinas (ROSSI & ZLOTNIK, 2000).

Algumas quimiocinas contribuem para formagdo de granulomas em diferentes processos,
infecciosos ou ndo. A formagdo granulomatosa ¢ regulada tanto por fatores do patdogeno quanto
inerentes ao hospedeiro. A intensidade de ativacdo desses elementos, dentre os quais
quimiocinas e citocinas, determina a formacao de granuloma epitelidide e posterior progressao a
um processo cicatricial fibrotico (FRANCO et al, 1998). A infusdo intravenosa de glucanas de
Saccharomyces cerevisiae induz a formagdo de granulomas pulmonares (FLORY et al, 1995),
em um processo dependente de TNF-a, IL-1 e MCP-1. C. neoformans induz liberagdo das
quimiocinas MCP-1, MIP-1a, MIP-1p3 e RANTES de mondcitos humanos isolados do sangue
periférico (HUANG & LEVITZ, 2000) e em pulmdes de animais infectados (OLSZEWSKI et
al, 2001). Células dos pulmdes produzem diferentes quimiocinas durante infeccdo por P.

brasiliensis, que modulam a resposta imune para padrao Th1 (SOUTO et al, 2003).

7. Apoptose



Morte celular ¢ uma parte importante no ciclo de vida de organismos multicelulares,
tomando parte no desenvolvimento, defesa e homeostasia. Durante a gera¢dao e execucgdo da
resposta imune a eliminagdo de linfocitos potencialmente autorreativos ou prevengdo de
resposta exacerbada por leucdcitos precisam ser elaboradas de maneira coordenada.
Reconhecem-se hoje duas formas principais e completamente distintas de eliminacao de células
"indesejadas": a necrose e a apoptose.

A necrose ¢ uma forma de morte passiva, acidental, que ocorre normalmente em eventos
onde ha agressdo celular (MAJNO & JORIS, 1995). Apos lesdes severas na membrana
plasmatica, mitocondria e lisossomos, ha perda da homeostasia e entrada de agua e ions,
aumentando a turgidez citoplasmatica e dilatagdo das organelas. Em seguida ocorre rompimento
dessas estruturas e liberagdo de enzimas degradativas, causadoras de danos ao nucleo,
organelas, membrana plasmatica e ribossomos (KANDUC et al, 2002; FINK & COOKSON,
2005). As enzimas lisossomais liberadas nas imediagdes completam a lise dos componentes
estruturais, mas também danificam membranas celulares dos tecidos adjacentes, desencadeando
uma resposta inflamatoria.

A apoptose (morte celular programada) ¢ essencial para o desenvolvimento ¢ envolve um
processo ativo e controlado, que ocorre tanto em situagdes patologicas como fisiologicas. A
morte celular programada envolve mecanismos de autodestruicdo celular, porém sem a
liberagdo de macromoléculas potencialmente patogénicas ou destrutivas que possam
desencadear uma resposta inflamatoria (MILLS et al, 1999).

Os estudos iniciais onde se verificaram evidéncias da morte celular programada foram
realizados por GLUCKSMANN (1951), em estudos na embriogénese de vertebrados.

Evidéncias da ocorréncia da apoptose foram inicialmente mostradas por KERR et al (1972), em



estudos morfolégicos em isquemia hepatica. Condensagdes citoplasmaticas e nucleares e
fragmentacdo celular foram as mudangas observadas nas células apoptdticas. Observou-se
também o "blebbing" da membrana plasmatica (projegdes citoplasmaticas) e fragmentagao
celular em vesiculas envoltas por membrana plasmatica (e as vezes também por membrana
nuclear), os chamados corpos apoptoticos.

O termo apoptose foi proposto para definir este diferenciado mecanismo de controle da
morte celular (KEER et al, 1972). A morte celular programada é uma propriedade comum e
evolucionariamente conservada entre todos os metazoarios, ¢ sua inducdo ¢ promovida por
sinais intra ou extracelulares (HUNOT & FLAVELL, 2001). Dentre as causas mais freqiientes
de apoptose estdo os danos na membrana mitocondrial causados por fatores de estresse
oxidativo ou por agentes quimicos provocam uma cascata de eventos que, via caspases ou AIF
("apoptosis inducing factor"), acionam eventos bioquimicos que culminam na apoptose
(PENNINGER et al, 1998; JOZA et al, 2001).

A descoberta de que sintese de mRNA, proteinas e enzimas era requerida para o
prosseguimento da apoptose ratificou a idéia de que esse processo ndo € somente uma variante
da necrose, mas sim um mecanismo marcadamente distinto (WYLLIE, 1980). O primeiro
marcador bioquimico de apoptose surgiu a partir de investigagcdes que relacionaram a apoptose
com ativacdo de endonucleases (WYLLIE, 1980). Estas enzimas clivam o DNA na regido
internucleossomal, inicialmente gerando grandes fragmentos (50 a 300 kb) e posteriormente
oligonucleossomos multiplos de 180 a 200 pares de base, que em eletroforese apresentam um
padrdo caracteristico "em escada" (ladder).Células apoptoticas apresentam perda da assimetria
da membrana precocemente, evidenciada pela exposi¢do de fosfatidilserina (FS), um

fosfolipideo carregado negativamente. Normalmente localizado na monocamada interna da



membrana plasmatica as custas de um processo ativo para manutengao da homeostase, FS ¢ um
marcador extremamente util na detec¢do da apoptose (FINK & COOKSON, 2005).

O mecanismo pelo qual a apoptose ¢ regulada comegou a ser compreendido durante estudos
com o nematodo Caenorhabditis elegans. Trés genes estdo envolvidos na morte celular
programada de C. elegans: ced-3 e ced-4 (proapoptoticos) e ced-9 (antiapoptotico). Estes genes
codificam proteinas com similaridade estrutural e fisiolégica as caspases humanas,
fundamentais na condu¢ao da apoptose (YUAN et al, 1993). Caspases sdo enzimas pertencentes
a familia das cisteina proteases e existem sob a forma de precursores inativos (procaspases),
ativados por clivagem em ligagdes peptidicas especificas (LAURENZI & MELINO, 2000;
KAUFMANN & HENGARTNER, 2001).

Viérios estimulos conduzem a ativagdo das caspases com conseqiiente inducdo de apoptose:
geracdo de reativos intermediarios de oxigénio, influxo de célcio, perda do potencial de
membrana mitocondrial (HEIDEN et al, 1997); deprivagdo de soro, radiagcdes ionizantes,
tratamento com granzima B, agentes farmacolégicos (LIU et al, 1997). Foram descritas até o
momento cerca de 14 caspases diferentes em seres humanos. Contudo, nem todas fazem parte
efetivamente de vias de indugdo de apoptose, participando em alguns processos de regulacio e
promocao de inflamacao.

A apoptose constitui-se também em um importante mecanismo de eliminacdo de linfocitos
autorreativos e de controle de resposta imune periférica (VAN PARIJS & ABBAS, 1998), além
da eliminacdo de tumores e células infectadas por virus e bactérias. Alguns trabalhos mostraram
que algumas bactérias, tais como Shigella flexneri (ZYCHLINSKY et al, 1992), Pseudomonas
spp (KOCHI & COLLIEN, 1993), Salmonella spp (CHEN et al, 1996), dentre outras, sdo

capazes de induzir apoptose de fagocitos, constituindo importante fator de viruléncia. Existem,



porém, poucas evidéncias experimentais implicando P. brasiliensis ou outros fungos na indugio
de apoptose.

Foi demonstrado que proteinases de C. albicans tém atividade semelhante a caspase-1,
induzindo apoptose de macrofagos peritoneais murinos (BEAUSEJOUR et al, 1998). A inibigdo
dessas proteinases fingicas por pepstatina, contudo, impediu a apoptose de macrofagos
peritoneais (PANAGIO et al, 2002). Alguns metabodlitos como a gliotoxina, produzida por
alguns tipos de fungos, sdo indutores de apoptose (KROLL et al, 1999). P. brasiliensis foi capaz

de induzir apoptose de timocitos em infec¢ao murina (SOUTO et al, 2003).

8. Sistema Fas/FasL

Moléculas presentes na superficie celular de diversos tipos celulares, denominadas receptores
de morte, sdo capazes de transmitir sinais apoptoticos quando associados a seus respectivos
ligantes, principalmente através da ativagdo de caspases (ASHKENAZI & DIXIT, 1998;
ASHKENAZI & VISHVA, 1999). Os receptores de morte sd3o membros da superfamilia do
receptor de TNF (TNFR) e dividem-se em cinco grupos: TNFRI1 (p55 ou CD120a), DR3 (Apo-
3/Tramp), DR4, DR5 (Apo-2R/TRAIL-R2) e CD95 (Fas/Apo-1). Todos apresentam dominios
extracelulares ricos em cisteina, com porg¢des intracelulares homologas adicionais denominadas
dominios de morte (ASHKENAZI & DIXIT, 1998). Os ligantes responsaveis pela ativagdo
desses receptores sdo trimeros (pertencentes a superfamilia do TNF) e ligam-se especificamente
da seguinte maneira: CD95 ligante (CD95L/FasL) ao Fas; TNF-a ao TNFR1; APO3 ligante
(APO3L) ao DR3; APO2 ligante (APO2L) ao DR4 e DR5 (PAN et al, 1997; SHERIDAN et al,

1997).



A apoptose mediada pelo sistema Fas/FasL. (CD95/CD95L) ¢ um dos mecanismos
responsaveis pela homeostasia do sistema imune (JU et al, 1995; GREEN et al, 2003). Fas é um
receptor do tipo 1 de 45 kD, expresso em diversos tecidos, particularmente abundante em
timocitos e linfocitos T. FasL € uma glicoproteina de superficie do tipo II de 40 kD, pertencente
a familia TNF. Contrariamente ao Fas, FasL tem expressdo restrita, presente em linfocitos
ativados, células NK e células residentes de sitios imunoprivilegiados, como os olhos ¢ os
testiculos (LI-WEBER & KRAMMER, 2003).

A liga¢ao Fas/FasL ¢ fundamental no desenvolvimento da tolerdncia periférica e participa
da delecdo clonal de linfocitos autorreativos, abreviando a resposta imune. A falha nesse
sistema pode conduzir ao aparecimento de doencas linfoproliferativas com variados graus de
severidade (CHEN et al, 1998; GREEN, 2003; LI-WEBER & KRAMER, 2003).

A via de ativacdo iniciada por Fas/FasL induz, além mecanismos promotores de morte
celular, sinalizacdo para angiogénese, regulacdo do desenvolvimento e maturagdo de linfocitos
T e B e de fungdes fisiologicas de muitas células e tecidos, como o controle da eritropoiese (DE
MARIA et al,1999). A ligacdo de Fas em mondcitos e macrofagos tratados com anticorpos para
o receptor Fas pode induzir citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-8) via NFkB, instalando
quadro de inflamacdo aguda e injuria tissular (PARK et al ,2003). A participagdo efetiva da via
Fas/FasL também foi demonstrada em doengas inflamatérias pulmonares (DOS REIS et al,
2004).

A apoptose mediada por Fas ¢ o principal mecanismo pelo qual linfécitos citotoxicos
eliminam células apresentadoras de antigenos estranhos (CURTIN & COTTER, 2003). A
apoptose no sistema imune, contudo, ocorre também por meio de outros mecanismos. Dois

receptores glicoprotéicos, TNFRI/p55 e TNFRII/p75 (estruturalmente relacionados com Fas)



ligam-se ao TNF-a e transduzem sinais de morte celular em varios tipos celulares, via cascata
de sinaliza¢do mediada por caspases (CLEMENT & STAMENKOVIC, 1994).

Durante infecgdo experimental por Trypanosoma cruzi ha uma grande produgdo de NO,
potente indutor de apoptose de M@ (MARTINS et al, 1998). Em camundongos infectados por
T. cruz, o impedimento da interagdo Fas/FasL resultou na diminui¢ao da indug@o de apoptose e
da producdo de NO, como conseqiiéncia da produ¢do de citocinas tipo Th2 (MARTINS et al
2001).

Apo6s a formagdo da colegdo celular e inicio da eliminag¢do do patégeno, o granuloma entra
em processo de desarticulagdo estrutural, onde as células componentes entram em processo de
desativac¢do e morte celular programada. Na esquistossomose murina, a eliminac¢do de linfocitos
do granuloma ¢ mediada via Fas (RUMBLEY et al, 2001). A apoptose induzida por antigenos
de ovos de S mansoni também ¢é mediada via Fas/FasL (LUNDY et al, 2001). Até o momento
ndo existem estudos avaliando participagdo de Fas ou FasL na formag¢do ou desarticulagcdo de
granulomas na PCM.

Foi demonstrado que gp43 de P. brasiliensis causa apoptose de leucocitos humanos, gerando
hiporresponsividade ao fungo (CACERE et al, 2002). Em mondcitos de sangue periférico
humano a hiporresponsividade ao P. brasiliensis esta relacionada com indugdo de apoptose por
gp43 via Fas/FasL (CAMPANELLI et al, 2003). P. brasiliensis causou apoptose de timocitos
em modelo experimental murino, mas um possivel envolvimento de mecanismo imunoldgico
via Fas nesse processo apoptotico ndo foi avaliado (SOUTO et al, 2003). Apds invasdo de P.
brasiliensis ocorreu rearranjo de citoesqueleto e apoptose de células epiteliais Vero e
pneumdcitos tipo II. Esses dados foram confirmados por testes de fragmentacdo do DNA e

superexpressao de Bak (proteina pro-apoptotica) e TUNEL. Esses dados permitiram sugerir que



P. brasiliensis induz apoptose para favorecer sua dissemina¢cdo (MENDES-GIANNINI et al,
2004).

Muitos estudos mostram que a imunidade contra fungos ¢ mediada por citocinas e
quimiocinas do tipo Thl. A presenca de IFN-y e IL-12 (potente indutora da producao de INF-y)
¢ imprescindivel para resolucdo de micoses, impedindo multiplicagdo de parasitas através da
ativacdo de células fagociticas (LIVONESI, 2001). Diversos trabalhos tém demonstrado a
importancia da IL-18 diretamente na producdo de IFN-y, ou indiretamente, através da
potencializagdo da produgdo de IL-12.

A despeito da relevancia de IL-18 na regulacao da apoptose via Fas/FasL e dos recentes
estudos que associaram apoptose com hiporresponsividade e susceptibilidade a PCM, ainda ndo
foi avaliado em modelo experimental in vivo uma possivel participagdo da IL-18 e Fas/FasL na
regulagdo dos processos apoptotico e inflamatorio contra P. brasiliensis. Também nao foi
avaliada se a auséncia de sinalizacdo Fas/FasL influiria na apoptose de linfécitos, modulando a
resposta inflamatoria negativamente.

Estudos demonstram que a sinalizacdo via Fas/FasL também influi na migragdo e atividade
enzimatica dos N@s(GRESHAM et al, 1991). Considerando-se que a presenga de NOs
especialmente nas fases iniciais de infec¢do é determinante na contencdo da infecgdo pelo P.
brasiliensis, seria interessante a verificacdo de atividade migratoria desses leucocitos durante a
PCM, assim como sua atividade microbicida.

Durante a paracoccidioidomicose ocorre aumento dos niveis de anticorpos de isotipos
encontrados em resposta do tipo Th2. Contudo, apesar da descrigdo em modelos animais
caracterizados por predominancia de IgG2a (resposta Th1) e IgG2b (Th2), ndo estd esclarecido

se os anticorpos sdo apenas marcadores de resisténcia ou susceptibilidade ou participam



ativamente da elaboracdo da resposta protetora, favorecendo a formagdao de granulomas

compactos.

9. Anticorpos

A imunidade celular tanto especifica como nao especifica proporciona a principal linha de
defesa contra infec¢des fungicas. Essa observagdo deriva principalmente da observagao clinica
associada com dados experimentais. Reconhecidamente, individuos com imunidade celular
comprometida sdo mais susceptiveis a micoses (LEVITZ et al, 1992). O papel dos anticorpos
em doengas infecciosas, porém, ¢ muito variavel. A imunidade humoral é comprovadamente
protetora contra a maioria dos virus conhecidos e essencial na neutralizagdo de toxinas. Em
infecgOes causadas por bactérias ha estudos suportando tanto a importancia (HALL et al, 2003)
quanto irrelevancia (ELKINS et al, 1999) dos anticorpos na protecdo contra o patégeno. A
controvérsia sobre o papel da imunidade por anticorpos permanece também em relacdo a
infecgdes fungicas. Existem muitos estudos suportando que anticorpos possuam participagdo
essencial, parcial, irrelevante ou até mesmo prejudicial durante o processo infeccioso e geragao
de resposta de memoria.

MONGA et al (1979) sugeriram que anticorpos ndo t€m influéncia no curso da infecgdo por
C. neoformans. Outros estudos mostraram a possibilidade de resposta humoral mista, onde
ocorre producdo de anticorpos protetores € ndo protetores na criptococose experimental
(MUKHERIJEE et al, 1995; ZARAGOZA & CASADEVALL, 2004). A eficacia dos anticorpos
contra C. neoformans pode ser maior devido ao efeito aditivo de NO, corroborando a
interdependéncia entre imunidade celular e humoral (RIVERA et al 2002). Contudo, a

soroterapia passiva com anticorpo monoclonal foi protetora contra criptococose experimental,



apesar do carater transitorio dessa prote¢do em animais inoculados com alta carga fungica
(DROMMER et al 1991). Em M@s humanos e murinos a atividade antifiungica maxima contra
C. neoformans ocorreu por um processo dependente de opsonizagdo (KELLY et al, 2005).

Numerosos estudos fornecem evidéncias contra ou a favor da imunidade protetora conferida
por anticorpos contra C. albicans. Animais deficientes de linfocitos B apresentaram maior
susceptibilidade e carga fingica mais elevada em relagdo a animais selvagens durante
candidiase cutanea (KAGAYA et al, 1981). A administra¢do passiva de anticorpos promoveu
significante grau de protecdo contra candidiase murina profunda, diminuindo efetivamente a
carga fungica em diversos orgdos (PEARSALL et al, 1978). Igualmente a presenga de IgG3
gerou consistente estado de prote¢do na candidiase sistémica (HAN et al, 2000). Contudo,
demonstrou-se que a administracdo de soro hiperimune ndo conferiu protecao, pois a fagocitose
ndo-imune e imunidade celular mediada por células T eram necessarias para eficiente
eliminagdo do patégeno (MIYAKE et al, 1977).

Apesar da extensa controvérsia sobre efetividade e viabilidade de tratamento terapéutico com
anticorpos, ha uma grande consideracao sobre a aplicagdo em condigdes clinicas (MATTHEWS
& BURNIE, 1992; MATTHEWS & BURNIE, 1996). Embora existam muitos anticorpos contra
antigenos de A. fumigatus para uso diagnodstico, ndo foi avaliada uma possivel atividade
terapéutica protetora, com excecdo de anticorpos contra fosfatase alcalina (CASADEVALL et
al, 2002). Animais deficientes de células B infectados por Histoplasma capsulatum nio
exibiram diferencas nas taxas de sobrevivéncia quando comparados aos controles. Assim, a
produ¢do de anticorpos foi dispensavel para imunidade protetora na histoplasmose

(ALLENDORFER et al, 1999).



A participacao de imunoglobulinas na PCM vem sendo investigada ha muitos anos, com
grande relevancia no progndstico da doenca, visto que apos tratamento ha uma diminuicdo na
quantidade de anticorpos (CRUZ et al, 1990). Freqiientemente, porém, a resposta imune
humoral tem sido associada a doenga disseminada e manifesta¢des clinicas severas, (ARANGO
et al, 1982). Mas segundo BIAGIONI et al (1987), "IgG e C3 parecem exercer papel precoce ¢
importante na defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis, contribuindo possivelmente para a
destrui¢do dos fungos e bloqueando a difusdo de antigenos para fora dos granulomas".

A detecgdo dos anticorpos presentes no soro de pacientes infectados com P. brasiliensis tem
sido utilizada como ferramenta diagndstica da PCM. P. brasiliensis expressa diversas moléculas
antigénicas como as glicoproteinas gp43 e gp 70, reconhecidas por anticorpos produzidos no
curso da PCM, tanto em humanos quanto em animais de laboratério (DE MATOS GROSSO et
al, 2003). O tipo de resposta humoral evocada na PCM policlonal, onde diferentes isotipos de
imunoglobulinas sdo produzidos em grande quantidade. De uma forma geral, altos indices de
anticorpos remetem a susceptibilidade. Em todas as formas clinicas da PCM ha presenca de
anticorpos antiidiotipos detectados no soro dos pacientes, correlacionando-se com as distintas
formas clinicas da doenga (SOUZA et al, 2000).

A produgdo de determinados isotipos das imunoglobulinas na PCM reflete normalmente o
estado de ativagdo do sistema imune. Na infec¢do humana a presenca de IgG4 e IgE associa-se
com a forma mais severa da doenca (BISELLI et al, 2001). Em modelo experimental, animais
susceptiveis (B.10A) apresentam um perfil de isotipos especifico, com predominio policlonal
(IgG1, IgG2a e IgG2b, igualmente distribuidas), sendo que IgG1 e IgG2b, caracteristicos de

resposta Th2, s3o produzidos em estagio precoce da infeccdo. Animais resistentes (A/Sn)



produzem quantidades significativamente maiores de IgG3 e IgG2a, caracteristicas de resposta
Thl (CANO et al, 1995).

No contexto das doencas infecciosas os anticorpos podem potencializar a imunidade através
de diversos mecanismos, como: neutralizagdo de toxinas, opsoniza¢do, ativacdo de
complemento, liberagdo de citocinas, citotoxicidade celular e apresentagdo antigénica.
Anticorpos especificos contra M. tuberculosis foram capazes de aumentar resposta imune inata
e celular em modelo experimental (VALLERE et al, 2005).

Embora na PCM os anticorpos sejam associados normalmente a quadros mais severos da
doenca, ndo ¢é claro se anticorpos contribuem essencialmente para geragdo ou manutengdo
susceptibilidade, ou ainda se sdo apenas marcadores do estagio da doenga. Anticorpos anti-gp70
foram capazes de promover a formagdo de granulomas compactos e abreviar o curso da PCM
(DE MATTOS GROSSO et al, 2003), contribuindo para a idéia de que imunoglobulinas
possuem uma participagdo positiva na prote¢do contra P. brasiliensis. Até o momento ndo existe
estudo relatando a evolugdo da PCM sistémica na auséncia de células B ou anticorpos.

O papel das citocinas caracteristicas de resposta Thl durante a PCM foi determinado em
recentes estudos, tanto por nosso laboratorio quanto por autores de outros grupos. Assim, nessa
tese de doutorado nossa proposta foi entender o papel da IL-18, cujo emprego tem sido proposto
na terapéutica de infec¢des fingicas. Objetivamos analisar a fung¢do da IL-18 na modulagdo da
resposta imune durante a PCM sistémica. Além disso, procuramos determinar se a auséncia da
via Fas/FasL afeta o curso da PCM. Com o decorrer do trabalho e nossas observagdes novas
questdes e respostas surgiram, e concluimos ser importante inseri-las nesse trabalho, na
esperanca de que sejam contribuigdes importantes no estudo da PCM. Dessa forma, os objetivos

dessa tese foram:



1. Determinar a importancia da IL-18 na PCM

2. Verificar se IL-18 ¢ necessaria para inducao de Fas/FasL apos infecgdo por P.
brasiliensis

3. Verificar como diminui¢do da sinalizagao Fas-FasL afeta o curso da PCM

4. Verificar se apds PCM sistémica ocorre apoptose de linfécitos presentes em granulomas
pulmonares

5. Paralelamente, verificar se linfocitos B e anticorpos sdo importantes para manutengao da

resposta imune e formagdo de granuloma na infecg¢ao por Pb

OBJETIVOS

O papel das citocinas caracteristicas de resposta Thl durante a PCM foi determinado em
recentes estudos, tanto por nosso laboratério quanto por autores de outros grupos. Assim,
nessa tese de doutorado nossa proposta foi entender o papel da IL-18, cujo emprego tem

sido proposto na terapéutica de infecgdes fingicas. Objetivamos analisar a fun¢ao da IL-18



na modulagdo da resposta imune durante a PCM sistémica. Além disso, procuramos
determinar se a auséncia da via Fas/FasL afeta o curso da PCM. Com o decorrer do trabalho
e nossas observacdes novas questdes e respostas surgiram, ¢ concluimos ser importante
inseri-las nesse trabalho, na esperanca de que sejam contribui¢gdes importantes no estudo da

PCM. Dessa forma, os objetivos dessa tese foram:

6. Determinar a importancia da IL-18 na PCM

7. Verificar se IL-18 é necessaria para indug¢ao de Fas/FasL apos infecgdo por P.
brasiliensis

8. Verificar como diminui¢do da sinalizagdo Fas-FasL afeta o curso da PCM

9. Verificar se apos PCM sistémica ocorre apoptose de linfécitos presentes em granulomas
pulmonares

10. Paralelamente, verificar se linfocitos B e anticorpos sdo importantes para manutengao da

resposta imune e formagdo de granuloma na infecg¢ao por Pb

2. MATERIAISE METODOS

2.1. Cultivo deleveduras de P. brasiliensis

A cepa de P. brasiliensis 18, altamente virulenta (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roberto
Martinez, Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto-SP) foi utilizada nesse trabalho. A cepa de
Pb18 foi mantida na fase leveduriforme & temperatura de 37°C em meio de Fava-Neto. Para

preservacao da viruléncia o fungo foi alternadamente mantido por subculturas em meio BHI e



passagens em animais (Brummer et al, 1990). As leveduras utilizadas para inoculagdo em
animais foram obtidas de subculturas de coldnias retiradas de Agar BHI apos recuperagdo de

fungos de lisados de 6rgaos.

2.2. Animais de Experimentacao

Foram utilizados camundongos isogénicos adultos (6-8 semanas), machos, da linhagem
BALB/c e C57BL/6, mantidos segundo as recomendagdes da CETEA (Comissido de Etica em
Experimentacdo Animal) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP. Os animais foram
criados ¢ mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Os camundongos normais foram mantidos em caixas com no
maximo 8 animais e tiveram livre acesso a dgua e ragdo. Foram utilizados também nesse
trabalho animais deficientes (KO) de:
-IL-18, da linhagem BALB/c
-Fas (Fas truncado), da linhagem C57BL/6
-linfocitos B, da linhagem C57BL/6.
Os animais KO foram mantidos em microisoladores, com no maximo 6 animais por caixa, tendo
livre acesso a ragdo e agua, ambas autoclavadas. Todos os animais (KO e normais) foram
mantidos em sala com aeragdo e temperatura controladas automaticamente. Semanalmente 5
gotas do complexo vitaminico Vitagold (Tortuga, Mairinque, SP, Brasil) /100 mL de agua)
foram adicionadas a agua dos animais normais ¢ KO. Ap6s o término dos experimentos, 0s
animais sobreviventes foram sacrificados por deslocamento cervical, colocados em sacos

plésticos e incinerados dentro das normas de seguranga por profissionais habilitados.



2.3. Viabilidade dos Fungos

Executada pela técnica de marcacdo por diacetato de fluoresceina (FIT-C) e brometo de
etidio, desenvolvida por Calich et al (1978). A 100 ul de suspensdo com fungos foram
adicionados 100 ul de diacetato de fluoresceina (2pg/mL) e 100 ul de brometo de etidio (50
mg/mL). A mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C e a viabilidade foi determinada
utilizando-se microscopio de fluorescéncia. A viabilidade foi considerada satisfatoria quando

acima de 90% das leveduras marcaram-se pelo FIT-C.

2.4. Preparo do inéculo

Apos teste de viabilidade, quantidades arbitrarias de P. brasiliensis foram colocadas em tubos
de vidro contendo 2 mL de PBS e pérolas de vidro estéreis. As leveduras foram colocadas em
tubo de vidro contendo pérolas de vidro e PBS estéril, agitadas por 10 segundos em vortex e
lavadas duas vezes com PBS estéril, em centrifugagdo a 1000 rpm/4°C/10 minutos. Em seguida
as leveduras foram ressuspendidas em SmL de PBS estéril, aspiradas em seringa descartavel de
10mL e passadas através de agulha 25x8, para completa separacao de grumos. Em seguida foi
efetuada nova centrifugacdo (nas condigdes mencionadas acima) e as leveduras foram contadas
em camara de Neubauer. A concentragio de células fungicas foi ajustada para 1,0 x 10’
leveduras/mL em PBS estéril, sendo que 100 ul dessa solucdo foram inoculados em cada

animal.

2.5. Infeccéo



Os animais foram anestesiados por 2,2,2 tribromoetanol (250ug/g) e inoculados

intravenosamente (i.v.) pelo plexo orbital com 1,0 x 10° leveduras de P. brasiliensis em 0,1mL

de PBS estéril.

2.6. Reagentes e Solucgoes

2.6.1. Meio de Fava-Neto: Para o preparo do meio adicionamos a 1 litro de agua destilada: 18g
de Agar (Oxoid Basingstoke, Hampshire, England); 10g de Peptona (BD Difco, USA); 3g de
Proteose Peptona (BD Difco, USA); 5g de Extrato de Carne (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England); 5g de NaCl (Merck, Germany); 5g de Extrato de Levedura (Oxoid Basingstoke,
Hampshire, England); 40g de Dextrose (Merck, Germany). Em seguida ajustamos o pH para
7,2-7,4. O meio foi autoclavado por 15 minutos/121°C. Apos resfriamento até cerca de 50°C
adicionamos ao meio penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (100pg/mL). O meio foi em

seguida distribuido em placas estéreis descartaveis.

2.6.2. RPMI 1640: Na preparagdo do meio incompleto (RPMI-I) foram adicionados a um litro
de agua destilada: 10,4 g de RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO, USA); 2,6 g de N-2-
hidroxipiperazina N-2 4cido etanossulfonico (HEPES, Sigma, St Louis, MO, USA); 2 g de
bicarbonato de s6dio. O pH foi corrigido para 7,2. Na preparacdo do meio completo (RPMI-C)
foram adicionados 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL, Life Technologies, Inc.), L-glutamina
(2mM) , penicilina (100 pg/mL), estreptomicina (100pg/mL), 2-B-mercaptoetanol (5 x 10> M),
aminoacidos essenciais e piruvato de sédio (1mM), todos da Sigma (St Louis, MO, USA). O

meio foi filtrado e estocado a 4°C.



2.6.3. BHI (Brain Heart Infusion): Para preparacio de meio para subcultura foram
adicionados em um litro de 4agua destilada 35g de BHI Agar (Oxoid Basingstoke, Hampshire,
England). O meio foi autoclavado por 15 minutos/121°C . Apos esfriamento  até
aproximadamente 50°C foram adicionados penicilina (100 pg/mL), estreptomicina (100pg/mL)
e 50 mL de soro bovino fetal (Gibco BRL, Life Technologies, Inc.). Quando o objetivo foi a
recuperacdo fungica e contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) a partir de lisados de
orgaos suplementamos o meio com 25ml de caldo filtrado de cultura da cepa 265 de P.
brasiliensis (cepa ndo virulenta). O meio foi em seguida distribuido em placas estéreis

descartaveis.

2.6.4. Solucéo de Turk: Adicionamos 2ml de violeta de genciana e 10 mL de acido acético a

488mL de 4gua destilada. A solucdo foi estocada em temperatura ambiente.

2.6.5. Tampéo de lise: Solugdo de Tris 0,17M foi diluida na propor¢ao de 1:10 em solugao de
cloreto de amoénio (NH4CIl) 0,16M. A solucdo final foi filtrada com membrana 0,22um e

mantida a 4°C.

2.6.6. Reagentede Griess:
Solucdo 1: Naphthalene-ethylene diamine dihydrochloride (NEDD) 0,01% em 4gua destilada
Solugdo 2: Sulfanilamida 1% em Ac. Fosforico (H;POs) 5% (em agua destilada).

No momento do uso misturamos Solu¢ao 1 e 2 em partes iguais.

2.6.7. Tampao Carbonato-bicarbonato:



Solugdo 1: A 200 mL de 4agua destilada foram adicionados 1,06 g de Carbonato de 6dio.
Solucdo 2: A 600 mL de 4gua destilada foram adicionados 2,52 g de Bicarbonato de Sodio.
A solucdo 2 foi adicionada a solucdo 1 até que o pH atingisse o valor de 9,6. A solucao final foi

autoclavada e mantida a 4°C.

2.6.8. Tampao Fosfato pH 6,5 : A um litro de agua destilada foram adicionados 11,8g

Na,HPO4 e 16,1g de NaH,POy4. A solugdo final foi autoclavada e guardada em geladeira.

2.6.9. Tampao Fosfato pH 9: Foi preparada solugao de Na,HPO,4 0,1M. Em seguida adicionou-
se solugcdo de NaH,PO4 0,1M até que pH 9 fosse alcangado. A solugdo final foi autoclavada e

mantida a 4°C.

2.6.10. Solucdo Salina Balanceada de Hank’s: A um litro de 4gua destilada foi adicionado um
frasco de solucdo de Hank’s (Gibco BRL, Life Technologies, Inc.). O pH foi ajustado para 7,2
com solucdo de bicarbonato de sédio a 7%. A solugdo final foi filtrada com membrana de poro

0,22uM e mantida a 4°C.

2.6.11. Exoantigeno: Quantidade arbitraria de massa celular fingica foi colocada em tubo de
vidro contendo pérolas de vidro e 2mL de PBS. A suspensao foi agitada em vortex por 1 minuto
e centrifugada por 10 minutos/1000 x g/4°C. O sobrenadante contendo exoantigeno foi coletado
e a concentracio protéica determinada pelo método do Acido Bicinconinico (Sigma, St Louis,

MO, USA).



7. Curvade Mortalidade:
Foi estabelecido um tempo méximo de observagdo de 120 dias para animais de linhagem

BALB/c e C57BL/6. Apo6s o final dos experimentos os animais foram sacrificados.

8. Determina¢ao de Unidades formadoras de colonia (UFCs) no bago, figado e pulmdes

Os animais infectados foram anestesiados intraperitonealmente com 2,2,2 tribromoetanol
(250 pg/g) e em seguida sacrificados por deslocamento cervical. O bacgo, figado e pulmdes
direitos foram retirados e submetidos a pesagem em vials criogénicos contendo 1mL de PBS
estéril. Lisados celulares de baco, figado e pulmdes foram obtidos apés homogeneizacdo com
triturador mecanico (Ika-Werke, GMB4 & Co. KG, Germany) e diluidos 1:10. Aliquotas de 100
ul dessa diluicdo foram semeadas em placas contendo Agar BHI (Oxoid Basingstoke,
Hampshire, England) suplementado com caldo filtrado de cultura da cepa 265 de P. brasiliensis
e soro fetal bovino. Apos 15 dias de cultivo a 37°C, UFC foram contadas e corrigidas por grama

de orgao.

9. Obtenc¢ado de sobrenadantes de triturados de pulmdes para dosagem de quimiocinas e citocinas

Apos periodos pré-estabelecidos de infecgdo por P. brasiliensis os animais foram
anestesiados intraperitonealmente com 2,2,2 tribromoetanol (250ug/g) e sacrificados por
deslocamento cervical. Foi feita perfusdo injetando-se 10 mL de PBS estéril no ventriculo
esquerdo para retirada de células da circulagdo sanguinea pulmonar. Os pulmdes foram
colocados em vials criogénicos contendo ImL de PBS estéril com inibidor de proteases
(Phenylmethylsulfonil fluoride, Sigma, St Louis, MO, USA). Lisados dos pulmdes esquerdos

foram obtidos apds homogeneizagdo com triturador mecanico e centrifugados a 1000



rpm/4°C/10 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a —70°C, até o momento da

dosagem de citocinas e quimiocinas por ELISA.

10. Processamento histopatol 6gico dos 6r gaos

Animais foram sacrificados 7, 15, 30, 60, 120, 150 e 180 dias apos a infec¢ao. Fragmentos
de bago, figado e pulmoes desses foram retirados e imediatamente colocados em solugdo de
PBS pH 7,2/formol 10% e deixados por 24 horas. Em seguida os 6rgaos foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico (iniciando-se com alcool 80 %, até o absoluto),
clarificados em xilol e incluidos em parafina. Cortes histologicos de Sum de espessura foram
obtidos, dispostos em laminas e deixados por 12 horas/60°C para fixagdo e retirada de excesso
de parafina. Antes dos procedimentos de coloracdo as laminas foram lavadas em xilol para
retirada de excesso de parafina e reidratadas em concentragdes decrescentes de alcool etilico

(iniciando-se com alcool absoluto, até 80%). Os cortes foram corados por:

Hematoxilina e Eosina (Método de H&E), para tipificagdo de infiltrado inflamatorio.

Prata-metenamina (Método de Grocott), para caracterizagdo dos fungos nos granulomas

Acido cromico (Método de Tricromo-Masson), para observacao de fibras de colageno.
Apo6s coloracdo, as laminas foram desidratadas novamente em concentragdes crescentes de
alcool etilico, lavadas com xilol, preparadas com meio de montagem (Balsamo do Canadd) e

cobertas com laminulas.

11. Dosagem de NO no soro pelo método de Griess
A produgao de NO foi indiretamente avaliada pela mensuragao da produgdo de nitrato (NO3)

no soro dos animais, visto que o NO ¢ muito instavel e decompde-se espontaneamente em



nitritos (NO;") e nitratos. Apds anestesia com 2,2,2 tribromoetanol (250ug/g) os animais tiveram
o sangue retirado pela via retro-obital. O material recolhido foi centrifugado 1000 x g/10
minutos e o soro foi separado e congelado a -70°C até o momento da dosagem de NO. A
concentragdo de NO no soro foi determinada apos redugdo enzimatica de nitrito para nitrato
com a enzima nitrato redutase (10U/500uL) e BNADPH (5 mg/mL), diluidos em KH,PO, 0,5M
pH 7,5 como descrito previamente (Bocca et al, 1998). Foi preparado um coquetel contendo
500pL NADPH + 1000uL KH,PO4 + 950uL de H,O + 50uL da solugdo de nitrato redutase. Em
seguida, 40uL desse coquetel foram adicionados em pocos de placa de 96 wells juntamente com
40uL de cada amostra ou diluicdo de curva padrao foram adicionados. A placa foi incubada por
uma noite a 37°C e em seguida 80puL de solugdo de Griess foram adicionados em cada poco. A
leitura foi realizada em espectrofotometro em 540nm. A concentragao total (indireta) de NO foi
entdo determinada usando-se o método de Griess, determinado por referéncia a uma curva

padrdo de NaNO, (1 a 200 uM). Os resultados foram reportados como uM de NO;".

12. Determinagdo de citocinas e quimiocinas pelo Ensaio Imuno-Enzimatico (ELISA)

A partir dos sobrenadantes de triturados de pulmdes de animais infectados e nao infectados,
obtidos conforme descrito no item 9, foram quantificadas as seguintes citocinas € quimiocinas
com uso de reagentes e kits comerciais, em conformidade com as recomendacdes de cada
fabricante:

INF-y e IL-12: Anticorpos purificados e biotinilados da Pharmingen (San Diego, CA, USA).

IL-4 e TNF-a: Kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).



IL-10: Kit BD Opté¢ia - BD Biosciences, Pharmingen (San Diego, CA, USA).

MCP-1 e MIP-1a.: Kit Quantikine - R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

Recombinantes:
IFN-y: Pharmingen (San Diego, CA, USA).

IL-12: Pharmingen (San Diego, CA, USA).

Protocolo geral para ELISA:

a) SENSIBILIZACAO

Placas de poliestireno de 96 pogos foram recobertas com tampao de ligagdo contendo o
anticorpo de captura (diluido conforme recomendagdes dos fabricantes). Os kits para dosagem
de KC e MIP-1a foram fornecidos com placas pré-sensibilizadas com anticorpo de captura. As
placas foram incubadas "overnight" a 4°C e lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05% de
Tween 20.

b) BLOQUEIO

Os sitios ndo especificos foram bloqueados com 100 pl/ pogo de tampdo de bloqueio especifico
a temperatura ambiente. Posteriormente foi feita lavagem das placas como descrito
anteriormente.

c) AMOSTRAS

Os padroes de citocinas foram diluidos em tampao de bloqueio e os de quimiocinas diluidos em
solugdes fornecidas pelo fabricante dos kits. Diluigdes dos padrdes (curva padrdo) e das

amostras foram adicionadas aos po¢os, seguindo-se incubacao a temperatura ambiente.

d) DETECCAO



As placas foram lavadas novamente e entdo foram adicionados anticorpos de deteccdo
biotinilados, diluidos segundo orientagdes dos fabricantes nos respectivos tampdes de bloqueio
ou diluentes fornecidos.

IL-4, IL-10, TNF-a e quimiocinas: os anticorpos biotinilados e peroxidase-estreptavidina foram

diluidos nas solucdes recomendadas pelos fabricantes. As placas foram incubadas em
temperatura ambiente.

IFN-y e IL-12: partes iguais de solucdo A e solucdo B (complexo avidina-biotina-peroxidase,
ABC-Vector Lab. UK) foram diluidas em PBS ¢ adicionadas aos pogos. As placas foram

incubadas a temperatura ambiente.

Ap6s lavagem foram adicionados em cada pogo solugdo contendo substrato e cromdgeno da
peroxidase, Tetra-methyl-benzidine (TMB, KPL, Gaithersburg, MA, USA). Foi esperado o
desenvolvimento de cor porl5 minutos, quando a reagdo foi finalizada pela adi¢ado de H,SO4
IN. A leitura foi realizada em leitor de ELISA eMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA), medindo-se a densidade dptica por pogo, em 450 nm. A deteccdo e quantificagdo foram

avaliadas segundo a curva padrdo obtida.

13. Preparacao das células pulmonar es para citometria de fluxo

Animais sacrificados 7, 15 e 30 dias ap6s infecgdo por P. brasiliensis tiveram seus pulmdes
retirados, retalhados em pequenas partes e digeridos enzimaticamente com liberase (Roche,
Basel, Switzerland) em meio RPMI-I por uma hora. Em seguida os 6rgaos foram triturados com
auxilio de Medimachine (BD Biosciences, San Jose, CA) por 4 minutos. A suspensdo foi entdo

filtrada com auxilio de uma seringa de 10 mL acoplada a um filtro. Em seguida adicionou-se



2mL de tampao de lise a cada tubo, com incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida 10mL de PBS foram adicionados e as suspensdes foram centrifugadas e ressuspendidas
em RPMI-C 5%. Aliquotas celulares foram marcadas com liquido de Turk e a contagem de
leucécitos efetuada em cdmara de Neubauer. Foram distribuidas 1,0 x 10° células por tubo de

analise.

13.1. Marcacdo de moléculas de superficie celular

Leucocitos obtidos por digestdo enzimatica e trituragdo foram incubados por 20 minutos a
4°C na presenga de 50 ul de "Fc block" (sobrenadante de cultura de células 2.4G2, contendo
anticorpos para bloqueio de receptor para porcdo Fc). Em seguida, anticorpos monoclonais
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE) foram adicionados,
seguindo-se incubagdo por 40 minutos/ 4°C ao abrigo da luz. As células foram entdo lavadas
com 1 mL de PBS pH 7,2 e ressuspendidas em formaldeido 1% em PBS pH7,2. A aquisi¢do dos
dados foi feita em FACSorter (BD Biosciences, San Jose, CA). Todos os anticorpos foram
adquiridos da Pharmingen (San Diego, CA, USA). As andlises foram realizadas utilizando-se o
programa “Cell Quest” (Becton and Dickson, San Jose, CA, USA), que permite analisar todas as
células adquiridas (10000/ amostra) ou determinadas populagdes, individualizadas por janelas
(“Gates”) estabelecidas com base em parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou

fluorescéncia (FL).

13.2. Deteccdo da exposicao de fosfatidilserina e células apoptéticas
A deteccdo de apoptose foi realizada com utilizagdo do Kit comercial Annexin V-FITC

Apoptosis (Abcam, Cambridge, MA, USA). A Anexina V liga-se a fosfatidilserina expressa na



membrana de células apoptoticas. Leucocitos obtidos por digestdo enzimatica e trituragdo foram
incubados por 10 minutos com solugcdo de AnexinaV-FITC e mantidos ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. Em seguida as células foram lavadas em solucdo tampdo de alta
disponibilidade de Ca™" fornecida pelo fabricante, centrifugadas a 1000 rpm por 10 mintos/4°C.
O sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido com 200 pL. da solugdo tampao.
Imediatamente as amostras foram adquiridas em FACSorter (BD Biosciences, San Jose, CA).
As andlises foram realizadas utilizando-se o programa “Cell Quest” (Becton and Dickson, San
Jose, CA, USA), que permite analisar todas as células adquiridas (10000/ amostra) ou
determinadas populacdes, individualizadas por janelas (“Gates”) estabelecidas com base em

parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL).

14. Microscopia Intravital

Para avaliagdo da interagcdo do leucécito com o endotélio (rolamento e adesdo) foi empregada
a técnica de microscopia intravital (FORTES et al., 1991). Duas horas apds inoculagido
intraperitoneal de Tioglicolato de So6dio 3% os animais foram anestesiados por injecdo i.p. de
Hidrato de Cloral (400ng/g de peso) e através de incisdo na parede abdominal, exteriorizou-se o
mesentério para a observagdo da microcirculag@o in situ. Os animais foram mantidos sobre uma
placa aquecida (37 °C), dotada de area transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A
preparacao foi mantida iimida e aquecida por irrigagcdo com solugdo de Ringer a 37 °C. A placa
aquecida foi mantida sobre o “charriot” de um microscopio Optico tri-ocular ao qual estavam
acoplados um foto-tubo, com sistema de lentes ampliadoras superpostas, com aumento final de
3400 vezes, além de uma camera ¢ um monitor de video, que permitiram a proje¢ao e gravacao

das imagens. Através do editor de video XP Codec Pack 1.3.0. selecionamos imagens



representativas dos leucocitos durante rolamento e adesdo. Os vasos selecionados para o estudo
foram vénulas pos-capilares com diametro variando entre 10 e 16 um. Duas horas apos a
administracdo do estimulo inflamatdrio, avaliou-se o rolamento de leucdcitos aos vasos do
mesentério, sendo analisados trés vasos por animal, durante 5 minutos cada vaso, estimando-se
o resultado como média de todos. Os resultados do rolamento foram expressos como niimero de
leucocitos que rolaram por 5 minutos por vaso. Além disso, avaliou-se também o numero de
leucocitos aderidos ao endotélio ao longo de uma extensdo de 100 um2 de vénula. Esta foi
definida na tela do monitor: 10 um no tecido correspondem a 3,4 cm na tela. Uma dada secgdo
do leito vascular foi testada somente uma vez para a determinacdo do nimero de leucécitos
aderidos ao endotélio. Trés determinagdes numéricas foram feitas por animal, estimando-se o
resultado como média de todos. O nimero de células aderidas foi avaliado utilizando-se

imagens gravadas em video.

15. Ensaio de deter minacao da atividade da enzima mieloper oxidase no pulméao

A intensidade do acumulo de neutréfilos no pulmdo dos animais infectados por P.
brasiliensis foi aferida pelo ensaio da mieloperoxidase. Apos perfusdo com salina, o pulméao
direito de cada animal foi colocado em 200uL de tampao (NaCl 0,1M, NaPO, 0,02 M,
NaEDTA 0,012 M) gelado e em pH 4,7 e homogeneizados em Pollytron. O material
homogeneizado foi em seguida centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Foi realizado
entdo um choque hipotonico no “ pellet” de células com 600 ul de NaCl 0,2%, seguido por 600
ul de uma solugdo de NaCl 1,6% e glicose 5%. Depois de nova centrifugacdo a 3000 rpm por 15

minutos a 4 °C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO, (pH 5,4) contendo 0,5% de



brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir esse
homogeneizado foi novamente centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos
centrifugacdo, 3ul. do sobrenadante das amostras de pulmoes foram colocados em placa de 96
pogos para o ensaio. Em cada poco foram adicionadas 25 uL de TMB (3, 3°, 3, 3-
tetramethylbenzidine — 1,6 mM final na placa) e a placa foi incubada por 5 min a 37°C. Logo
apods, 100 uL. de H,O;, (0,5 mM final na placa) foram adicionados nos pogos ¢ a placa foi
incubada por mais 5 min a 37 °C. A seguir a reagao foi interrompida com écido sulfurico 4 M. A
quantificacdo dos neutrofilos foi feita a partir de uma curva padrao de neutréfilos (obtidos da
cavidade peritoneal 6h apds camundongos serem injetados com carragenina e diluidos
seriadamente em NaPO, 0,08 M (1 x 10’ neutréfilos/ pogo/ 50 pL). Foi determinada a
absorbancia em leitor de ELISA (Spectra Max 250; Molecular Devices) no comprimento de

onda de 450 nm.

16. Reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH, Delayed-type hyper sensitivity). As reagdes
de DTH foram avaliadas pelo teste de edema na pata. Vinte e quatro horas antes do sacrificio
dos animais, os camundongos infectados por P. brasiliensis foram desafiados pela injegao de
25ul de antigeno de exoantigeno (EXO) derivados de Pb18 (2 pg/ ml™') na pata traseira. Na
outra pata foram injetados 25uL de PBS. Vinte e quatro horas apds o desafio o edema na pata
foi aferido com paquimetro (Mitutoyo Corporation, Tokyo, Japan). A formagdo de edema foi
reportada em milimetros. Animais ndo infectados submetidos ao mesmo protocolo foram usados

como controles.



17. Dosagem de Anticor pos

Anticorpos especificos para os antigenos produzidos por P. brasiliensis foram medidos no
soro de animais infectados por Pb 18 pelo método de ELISA. Placas de poliestireno foram
recobertas com Sug/mL de exoantigeno de Pb 18, diluido em tampao carbonato de s6dio pH
9,5. As placas foram incubadas "overnight" a 4°C e em seguida lavadas com uso de lavador
automatico (Immunowash 1575, Bio-Rad Laboratories, CA, USA) por 3 vezes com PBS pH 7,2
contendo 0,05% de TWEEN 20. A etapa seguinte foi a de bloqueio, onde 100 pL de tampdo
PBS pH 7,2 com 5% de leite em p6 desnatado (Nestlé, Aracatuba, SP, Brasil) foram
adicionados em cada pocgo. Apds incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, a etapa de
lavagem foi repetida. Em seguida as amostras foram adicionadas em duplicata, em dilui¢cdes de
1:100 at¢ 1:800 em tampao de bloqueio. As placas foram incubadas por 3 horas a temperatura
ambiente e em seguida lavadas. Para dosagem de IgG total utilizamos anticorpo de cabra
conjugado com peroxidase (Zymed-Invitrogen, CA, USA) Para dosagem de IgG2a e IgGl
utilizamos anticorpos de coelho ¢ em seguida anticorpos de cabra anti-coelho marcado com
peroxidase (Zymed-Invitrogen, CA, USA). Apos lavagem foram adicionados em cada pogo
solugdo contendo substrato e cromoégeno da peroxidase, TMB (KPL, Gaithersburg, MA, USA).
Esperou-se o desenvolvimento de cor por no maximo 15 minutos, quando a reagao foi finalizada
pela adicdo de H,SO4 IN. A leitura foi feita em leitor de ELISA eMax (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA), medindo-se a densidade Optica por pogo, a 450 nm. A densidade Optica
de cada diluicdo do soro foi comparada e subtraida da leitura do branco e a leitura expressa em

DO.

18. Imunizacéo Passiva



Pouco antes da eutanésia para retirada de 6rgaos o sangue dos animais C57BL/6 foi retirado.
Foram feitos trés "pools": com soro de animais BKO infectados; com soro ndo imune, retirado
de animais WT ndo infectados; outro com soro imune, retirado de animais WT infectados por
Pb18 apds diversos periodos de infeccao (15, 30 e 60 dias). Os soros foram congelados a —20°C
até o momento do tratamento. Um dia antes da infec¢do (dia -1) por 10° leveduras de Pb18 os
animais BKO receberam inje¢do intraperitoneal de 500uL de soro de BKO, soro imune ou ndo
imune. O tratamento com soro foi repetido nos dias 4 e 12 apds infeccdo e grupos foram
sacrificados 15 ou 30 dias apos infec¢do. Um outro grupo de animais recebeu soro nos dias -1,

5, 15 ¢ 25 de infecgdo e foram sacrificados no 30° dia.

29. Andlise Estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) e o método de Tukey foram utilizados para determinar as
diferencas existentes entre o grupo experimental de camundongos normais (BALB/c e
CS57BL/6) e aqueles deficientes de IL-18, Fas ou animais deficientes linfocitos B. O mesmo
método foi utilizado para determinar diferencas existentes dentro de cada grupo experimental
entre animais infectados e nao infectados. Para realizagdo desta analise utilizamos o programa
estatistico GraphPad Prism versdo 3.02 para Windows (GraphPad Software, San Diego

California USA).






3. RESULTADOS

A) DETERMINACAO DO PAPEL DA IL-18 NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

SISTEMICA MURINA

1. Susceptibilidade de camundongos WT e lL-18 KO ao P. brasiliensis

E notdrio que citocinas do tipo Thl sdo essenciais para protegdo contra P. brasiliensis.
Existem dados consistentes evidenciando a participacdo de INF-y, TNF-a e IL-12 em animais
infectados intravenosamente pelo fungo. Nossa primeira medida foi investigar a relevancia da
IL-18 na prote¢do de animais da linhagem intermediariamente resistente BALB/c contra PCM.
Infectamos animais deficientes de IL-18 (IL-18KO) e normais (WT) intravenosamente com 10’
formas leveduriformes de P. brasiliensis 18 (Pb18), uma cepa altamente virulenta. Verificamos
que apos 120 dias infeccdo cerca de 80% dos animais IL-18KO haviam morrido, contra um

percentual de 70% de mortalidade do grupo WT (Figura 1).

2. Contagem de Unidades For mador as de Colonia (UFC)

Nosso proximo passo foi determinar o grau de parasitismo nos 6rgaos de animais infectados
pelo Pbl8 (pulmdes, figado e bago). Os animais foram infectados com 10° formas
leveduriformes do fungo e sacrificados 7, 15, 30, 60 e 120 dias apos infec¢do. Verificamos que
nas duas primeiras semanas apds infeccdo a carga fungica foi semelhante entre animais KO e
WT em todos os oOrgdos analisados. Houve diferenca significativa (p<0,05) aos 30 dias de

infeccdo, onde encontramos maior carga fingica nos pulmdes de animais WT. Nao houve



diferenca na contagem de UFC nesse periodo tanto no bago como no figado. Aos 60 pos-
infec¢do nao houve diferenca marcante na contagem de UFC em nenhum dos 6rgdos. Aos 120
dias de infec¢do nao foi observado parasitismo no bago e figado, somente nos pulmoes, mas a

diferenca nao foi significativa entre os grupos (Figura 2).

100
S
© 75-
(&)
<qc) —— WT
; 509 ——|L-18KO
L
=
3 25 -
O | | | | |

| 1
O 20 40 60 80 100 120 140
Dias apo0s infeccéo

Figura 1. Sobrevivéncia de camundongos selvagens (WT) e geneticamente
deficientes de 1L-18 (IL-18KO) apos infeccdo com P. brasiliensis. Camundongos
C57BL/6 e IL-18KO foram infectados intravenosamente com 1 x 10’ formas
leveduriformes de Pb18. O tempo de vida dos animais foi avaliado por 100 dias.
Vinte animais foram utilizados em cada grupo, sendo os dados r epresentativos de
dois experimentos independentes.




UFC/g de figado x 10% UFC/g de pulmao x 10*

UFC/ g de baco x 10%

=

[ ] wrt
Bl .-18KO

5

a0

254

Q0

B

@

n

s

#

7d

15d 30d 60d 120d

Dias aposinfeccéo

Figura 2.
Quantificacao das
unidades for mador as
de colonia (UFC) nos
Orgaosde animaisWT
elL-18KO infectados
com P. brasiliensis.
Camundongos
C57BL/6elL-18KO
foram infectados
intravenosamente com
1 x 10° formas
leveduriformesde
Pb18. Apds 7, 15, 30,
60 e 120 diasde
infeccéo os animais
foram sacrificados e
tiveram seus 6r gaos
retirados, pesados,
homogeneizados e
plaqueados em Agar
BHI. Apos 14 dias
foram determinados
osvaloresde UFC no
baco, figado e pulmao.
Cada ponto
correspondea 3
animais, sendo os
dados r epresentativos
de 3 experimentos
independentes. As
barrasrepresentam a
média = SEM. *p<0,05
WT vsIL-18KO. #
auséncia de fungos
viaveis.




3. Anadlise Histopatoldgica de secgdes pulmonares de animais WT ou I1L-18K O infectados

por P. brasiliensis

3.1 Observacao do infiltrado inflamatério- Coloracéo de Hematoxilina & Eosina (H& E)

Animais IL-18KO ¢ WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apos 7,
15, 30, 60 e 120 dias os animais foram sacrificados e seus orgdos (pulmio, figado e bago)
retirados, fixados e processados em alcool/xilol, incluidos em parafina e corados por H&E
(Figura 3). Notamos aos 7 dias pds-infec¢do um infiltrado inflamatorio focal difuso, composto
por neutréfilos e células mononucleares, com elementos fingicos dispersos, quadro esperado
nesse periodo de infecgdo. Aos 14 dias ja havia algum grau de organizagdo, com formagdo de
granulomas epitelidides, com presenca de histiocitos, células epitelidides, linfocitos e
neutrofilos, com leveduras localizadas centralmente, em ambos grupos de animais. Aos 30 dias
de infeccdo houve formagdo de granulomas bem definidos, composto por histiocitos, células
epitelidides, células gigantes agregadas ao redor das leveduras, menor nimero de neutréfilos e
um cinturdo externo composto por células mononucleares e fibroblastos. Aos 60 dias apo6s
infecgdo notamos granulomas bem consolidados e muitas células epitelidides ao redor dos
fungos (Figura 3 e Figura 4). Aos 120 dias hd pequena quantidade de granulomas, com

confluéncia dos granulomas restantes.
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Figura 3. Andlise
histol6gica de
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camundongos WT
elL-18KO.
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Eosina (H&E),
aumento de 1000x.




3.2 Observacao da carga par asitéria- Coloracéo de Grocott

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apds
15, 30 e 60 dias de infeccdo os animais foram sacrificados e seus pulmdes foram retirados,
fixados e processados em alcool/xilol e incluidos em parafina. A analise histopatoldgica foi
realizada apds coloragdo de Grocott (Figura 5), A analise histopatoldgica foi realizada apos
coloracdo de Grocott (Figura 18), que cora os fungos em negro. A marcagdo dos fungos
observada corrobora os dados observados pela contagem de UFC. Aos 15 dias de infecgdo
observamos carga fungica semelhante entre animais IL-18KO e WT. Nos cortes histologicos de
30 e 60 dias apds infeccdo observamos marcagdo maior dos fungos em animais WT,

comparativamente aos animais [L-18KO.

4. Reacdo de Hipersensibilidade Tardia (DTH)

A DTH foi realizada através da injecao de 2 ng de exoantigeno (EXO) nas patas traseiras de
animais infectados e ndo infectados por Pb18 (Figura 6). Vinte e quatro horas apds a inje¢ao de
EXO a variagdo de edema nas patas foi medida nos animais 15, 30 e 60 dias apos infeccdo com
10° formas leveduriformes de Pb18. No houve diferenca estatistica na variacdo de edema entre

os animais KO e WT no mesmo periodo de infecgao.

5. Dosagem de Oxido Nitrico (NO) no soro de camundongos WT e | L-18K O infectados por
P. brasiliensis

A produgio de NO foi avaliada nos soro de animais infectados com 10° formas
leveduriformes de Pbl8. Os periodos analisados foram 15, 30 e 60 dias apos infec¢do. Os

resultados apresentados mostraram que ndo houve diferencga significativa na produgdo de NO



entre os animais KO ¢ WT no mesmo periodo de infec¢dao (Figura7). Os resultados foram

expressos como UM de nitrato (NOs).

6. Quantificacdo de citocinas em lisado pulmonar de camundongos WT e IL-18KO
infectados por P. brasiliensis
6.1 Dosagem de | FN-y

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apds
15, 30 e 60 dias de infecgdo os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas. A infec¢do dos animais resultou na elevacao de 3 vezes nos niveis de IFN-y aos 7 dias
apos infecgdo em animais KO e WT (Figura 8A), relativamente aos animais nao infectados.
Houve queda na produgdo de INF-y aos 60 dias de infeccdo em ambos grupos de animais.
Contudo, ndo houve diferenca significativa entre animais infectados KO ¢ WT avaliados no

mesmo periodo de infecgdo.

6.2 Dosagem de|L-12

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apds
15, 30 e 60 dias de infecgdo os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas. A infec¢do dos animais resultou em elevagdo nos niveis de IL-12 aos 15 dias apds
infeccdo em animais KO e WT (Figura 8B), relativamente aos animais nao infectados. Contudo,
ndo houve diferenca significativa entre animais infectados KO e WT avaliados no mesmo

periodo de infecgao.
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Figura 4. Andlise histologica de secgbes pulmonares de camundongos WT e IL-
18K O. Fotomicrogr afias foram tiradas 60 dias ap6s infeccdo por 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. A e C: Animais WT; B e D: Animais IL-18KO.
Coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 4000x.
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Figura 5. Andlise histoldgica de secgdes pulmonar es de camundongos WT
e |L-18K 0. Fotomicrografias foram tiradas 15, 30 e 60 dias ap0s infeccéo
por 1 x 10° formas leveduriformesde Pb18. A, C eE: AnimaisWT; B,D e

F: Animais|L-18KO. Coloracao de Grocott, aumento de 1000x.
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Figura 6. Reacado de hipersensbilidadetardia (DTH)).

Camundongos C57BL /6 e IL-18K O foram infectados intravenosamente com 1 X
10° formas leveduriformes de Pb18. Nos dias 15, 30 e 60 apds infeccdo foram
desafiados pela injecédo de 25ul de exoantigeno (EXO) derivados de Pb18 (2 pg/
ml™) na pata traseira, enquanto na outra pata foram injetados 25uL de PBS.
Vinte e quatro horas ap6s o desafio 0 aumento de edema na pata foi aferido com

paquimetro.

Animais ndo infectados (NI) submetidos ao mesmo protocolo

foram usados como controles. Cada pronto corresponde a 3 animais. O
resultado apresentado érepresentativo de dois experimentos independentes.
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Figura 7. Dosagem de Oxido Nitrico no soro. Camundongos WT e lL-
18KO foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. Apés 7, 15, 30 e 60 dias de infecgdo o sangue
foi colhido e 0 soro separado. A producdo de NO foi indiretamente
avaliada pela mensuracéo da producédo de nitrato (NOj3), realizada
pelo método de Griess. Soros de animais ndo infectados (NI) foram
utilizados como controle. Cada ponto representa a média £ SD de
O0rgdos de 3 camundongos. Resultados representativos de dois
experimentos independentes.




6.3 Dosagem de TNF-a

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apos
15, 30 e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas. Houve diferenca significativa (p<0,005) nos niveis dessa citocina apenas no periodo
de 60 dias ap6s infecgdo, quando os niveis de TNF-a foram aproximadamente duas vezes maior
em animais WT, comparativamente aos KO (Figura 8C). Importante lembrar que nesse periodo
de infec¢dao ocorreu uma diminuicdo de UFC nos pulmdes de animais WT, comparativamente
aos 30 dias de infecgao.
6.4 Dosagem delL-4

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apds
15, 30 e 60 dias de infecgdo os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas. Os niveis de IL-4 foram semelhantes entre os animais KO e WT em todos os periodos
de infeccdo analisados (Figura 9A).
6.5 Dosagem de|L-10

Animais IL-18KO e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apds
15, 30 e 60 dias de infec¢do os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas. Aos 30 dias de infec¢do ocorreu um aumento significativo (p<0,05) de IL-10 nos
pulmdes de animais WT, com niveis cerca de cinco vezes maior que aquele encontrado em
animais KO (Figura 9B). Nesse periodo de infec¢do a contagem de UFC ¢ maior em animais
WT. Aos 60 dias de infec¢do ocorre aumento de IL-10 em animais KO, alcancando niveis
semelhantes aqueles de encontrados em WT. Aos 60 dias de infec¢do houve uma diminuicao

nos niveis da citocina em ambos 0s grupos.
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Figura 8. Deteccao de citocinas Thl nos pulmdes de camundongos WT e lL-18KO
infectados com P. brasiliensis. Osanimaisforam infectados intravenosamente com
1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. Apéds 7, 15, 30 e 60 dias de infeccdo os
pulmodes foram retirados e homogeneizados. O sobrenadante foi colhido e a
dosagem de IFN-y (A), IL-12 (B) e TNF-a (C) realizada por ELISA. Pulmdes de
animais nao infectados (NI) foram utilizados como controle. Cada ponto
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Figura 9. Deteccdo de citocinas Th2 nos pulmdes de camundongos WT e
IL-18KO infectados com P. brasiliensis. Os animais foram infectados
intravenosamente com 1 x 10° formas levedurifor mes de Pb18. Apés 7, 15,
30 e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e homogeneizados. O
sobrenadante foi colhido e a dosagem delL-4 (A) elL-10 (B) realizada por
ELISA. Pulmdes de animais ndo infectados (NI) foram utilizados como
controle. Cada ponto representa a média + SD de o6rgdos de 3
camundongos. Resultados representativos de dois experimentos
independentes. *p<0,05, WT vs KO no mesmo periodo de infecgao.




7. Andlise da Expressdo de Fas/FasL em leucdcitos pulmonares de camundongos WT e
IL-18KO

A indugdo da expressdo de Fas e FasL em mondcitos de pacientes por P. brasiliensis foi
demonstrada. Citocinas Thl induzem aumento da expressdo de Fas e FasL em linfocitos
ativados, promovendo aumento de apoptose. Procuramos verificar experimentalmente em nosso
modelo de PCM se auséncia de IL-18 influiria de alguma maneira na expressdo de Fas/FasL.
Infectamos animais WT e IL-18KO com 10° leveduras de Pb 18 e coletamos todos os lobos
pulmonares apés 7, 15 e 30 dias de infec¢do. Coletamos também pulmdes de animais nao
infectados. Em camundongos WT e IL-18KO houve aumento significativo da expressao de Fas
em células CD4" ¢ CD8" aos 15 dias de infecgio (Figura 10), comparativamente aos
camundongos nao infectados (p<0,05). Houve aumento significativo da expressao de FasL. em
células CD4" de animais WT e IL-18KO aos 7 e 15 dias de infecgdo, comparativamente aos
animais ndo infectados (p<0,05). Em células CD8" de animais WT e IL-18KO houve elevagio
significativa da expressdo de FasL aos 15 dias de infec¢do, comparativamente aos animais nao
infectados (p<0,05). Quando comparamos animais WT e IL-18 KO, infectados ou ndo, ndo

encontramos diferengas significativas na expressao de Fas e FasL nas células analisadas.
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Figura 10. Expressdo de moléculas de superficie. Camundongos BALB/c e IL-
18K O foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de
Pb18. Apos 7, 15 e 30 dias de infeccao os pulmdes foram retirados, tratados com
liberase e triturados em Medimachine®. Células pulmonares foram marcadas
com anticor pos especificos conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
ou ficoeritrina (PE). As células foram selecionadas quanto ao tamanho e
granulosidade e analisadas por citometria de fluxo. Cada ponto representa a
média + SD de amostras em triplicatas e sdo representativos de dois
experimentos independentes. NI: ndo infectados. *p<0,05, NI vsinfectados.




B) DETERMINACAO DO PAPEL DA VIA DE SINALIZACAO FASIFASL NA

PARACOCCIDIOIDOMICOSE SISTEMICA MURINA

1. Susceptibilidade de camundongos WT elpr ao P. brasiliensis

Muitos estudos t€ém demonstrado que P. brasiliensis induz a expressdo de Fas e FasL em
leucdcitos humanos. A via de sinalizacao Fas/FasL ¢ conhecida por induzir vias de ativagdo que
levam a apoptose. Contudo, diversos autores tém reportado que essa via de sinalizagdo pode
desencadear eventos inflamatorios. Pensamos que em um modelo experimental de PCM onde a
via Fas/FasL normal fosse interrompida poderiamos obter resultados importantes sobre o papel
dessa via na resisténcia contra P. brasiliensis. Para nossa investigagao utilizamos animais Ipr
(que expressam Fas truncado) e WT de linhagem C57BL/6. Nossa primeira medida foi
investigar a sobrevivéncia de animais Ipr infectados intravenosamente com 10° formas
leveduriformes de Pb18. Verificamos que ap6s 120 dias infec¢do todos os animais sobreviveram

(Figura 11).

2. Verificacdo histopatologica de infiltrado inflamatério em animais Ipr

Animais lpr sdo notadamente propensos a desenvolver doenga autoimune espontanea. Dados
da literatura mostram, porém, que animais lpr de linhagem C57BL/6, como os utilizados em
nosso trabalho, desenvolvem sinais minimos de autoimunidade e linfoproliferacao,
comparativamente a outras linhagens. Recedvamos porém que mesmo uma doenca
linfoproliferativa branda ocasionada por infeccdo com Pb18 poderia interferir no curso natural
da PCM e confundir nossas analises. Retiramos mensalmente figado e pulmdes (6rgio

normalmente mais afetados por doenga linfoproliferativa) de animais Ipr e WT (n=2) nao



infectados por um periodo de seis meses, quando ocorrem manifestagdes de doenca
linfoproliferativa em animais lpr de linhagens diferentes de C57BL/6. Fizemos fotomicrografias
de seccdes de o6rgaos de camundongos com 180 dias de vida (Figura 12) e verificamos que nao
houve infiltracdo de leucocitos no figado e pulmao dos animais estudados no periodo analisado.
Um outro grupo de animais Ipr ¢ WT foram sacrificados seis meses apos infec¢ao por Pbl8.
Verificamos que em ambos animais a infeccdo havia desaparecido e o tecido pulmonar
encontrava-se remodelado, sem areas de fibrose e sem infiltracdo leucocitaria (dados ndo

mostrados).

3. Contagem de Unidades Formador as de Colénia (UFC)

Nosso proximo passo foi determinar o grau de parasitismo nos 6rgaos de animais infectados
pelo Pbl8 (pulmdes, figado e bago). Os animais foram infectados com  10° formas
leveduriformes do fungo e sacrificados 7, 15, 30, 60 e 120 dias apods infec¢do (Figura 13).
Verificamos que a contagem de UFC no bago foi semelhante nas duas primeiras semanas apos
infec¢do. Porém, apés 30 dias de infec¢do encontramos maior carga fingica em lpr (p<0,05).
Apos 60 dias o parasitismo foi similar, e aos 120 dias apds infec¢do ndo encontramos fungos no
baco. No figado, aos 15 dias de infecg¢@o, encontramos maior quantidade de fungos em animais
Ipr (p<0,05). Nos dias 30 e 60 a quantidade de fungos foi similar em ambos animais. Aos 120
dias de infec¢@o ndo encontramos fungos viaveis no figado em nenhum grupo. O parasitismo foi
maior também nos pulmdes de animais Ipr. Aos 30 e 60 dias ap6s infec¢do encontramos grande
contagem de fungos nos pulmdes de animais lIpr (p<0,05). Aos 120 dias de infeccdo ndo houve
presenga de fungos viaveis nos pulmdes de animais WT, ao passo que animais lpr ainda

apresentavam pequena carga fingica.
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Figura 11: Sobrevivéncia de camundongos normais (WT) e
portadores de Fas truncado (Ipr) apo6s infeccdo com P.
brasiliensis. Camundongos C57BL/6 e lpr foram infectados
intravenosamente com 1 x 10’ formas leveduriformes de Pb18. O
tempo de vida dos animais foi avaliado por 120 dias. 15 animais
foram utilizados em cada grupo, sendo os dados representativos
de dois experimentos independentes.
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Figura 12. Analise histologica de secgbes pulmonares e hepéticas de
camundongos WT e Ipr. Fotomicrografias foram tiradas aos 180 dias de
vida. A eC: AnimaisWT; B eD: Animais|pr. Coloracdo de Hematoxilina

& Eosina (H&E), aumento de 1000x.
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Figura 13. Quantificacdo das
unidades formador as de colonia
(UFC) nos 6rgaos de animais
WT e lpr infectados com P.
brasiliensis. Camundongos
C57BL/6 e lpr foram infectados
intravenosamente com 1 x 10°
formas leveduriformes de Pb18.
Apo6s 7, 15, 30, 60 e 120 dias de
infeccdo os animais foram
sacrificados e tiveram seus
orgaos retirados, pesados,
homogeneizados e plaqueados
em Agar BHI. Ap6s 14 dias
foram determinados os valores
de UFC no baco, figado e
pulmao. Cada ponto
corresponde a 3 animais, sendo
os dados representativos de 3
experimentos independentes. As
barras representam a média +
SEM. *p<0,05 em relagdo aos
animais selvagens. #auséncia de
fungosviaveis.




4. Analise Histopatoldgica de seccdes pulmonares de animais WT ou Ipr infectados por P.
brasiliensis
4.1 Observacao do infiltrado inflamatoério- Coloracéo de Hematoxilina & Eosina

Animais WT e lpr foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apbs 7, 15,
30, 60 e 120 dias os animais foram sacrificados e seus 6rgdos (pulmao, figado e bago) retirados,
fixados e processados em alcool/xilol e incluidos em parafina.
Pulmdes. A analise histopatologica realizada apos coloracdo de H&E revelou um padrio
inflamatorio diferenciado entre animais WT e lpr (Figura 14). Notamos nos animais WT aos 7
dias apo6s a infec¢do um infiltrado inflamatério focal difuso, composto por neutréfilos e células
mononucleares, com elementos fingicos dispersos, esperado nesse periodo de infec¢do. Em
animais lpr, porém, verificamos um infiltrado inflamatorio com grau maior de organizagao. Aos
14 dias observamos tanto em WT como em Ipr a formacdo de granulomas epitelidides, com
presencga de histidcitos, células epitelioides, linfocitos e neutrdfilos, com leveduras localizadas
centralmente. Contudo, os granulomas de animais Ipr eram menores € mais numerosos que os
encontrados em WT. Aos 30 dias de infeccao houve formacao de granulomas bem definidos em
ambos animais, compostos por histiocitos, células epitelidides, células gigantes agregadas ao
redor das leveduras, menor numero de neutréfilos e um cinturdo externo composto por células
monucleares e fibroblastos. Aos 60 dias de infec¢do notamos granulomas bem consolidados e
muitas células epitelidides ao redor dos fungos (Figura 14 e 15). Aos 120 dias de infec¢do os
animais WT estavam curados, apresentando resquicios de granulomas contendo fungos
inviaveis, conforme demonstrado na contagem de UFC. Nos animais Ipr, porém, verificamos a

presenga de granulomas maiores, confluentes, contendo poucos fungos viaveis.



Baco: A anélise histopatologica foi realizada apds coloragao de H&E. Aos 15 dias de infecgdo
observamos formagdo granulomatosa mais organizada no bago de animais Ipr,
comparativamente aos WT (Figura 16).

Figado: A analise histopatologica foi realizada apos coloragdo de Hematoxilina & Eosina (HE).
Verificamos que a partir da segunda semana de infec¢do os granulomas hepaticos em animais
WT sdo maiores que aqueles encontrados em lpr. A diferenca foi mais marcante quando

observamos o periodo de 30 dias apds infecgdo (Figura 17).
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Figura 15. Andlise histoldgica de seccbes pulmonares de camundongos WT
e lpr. Fotomicrografias foram tiradas 60 e 120 dias apdés infeccdo por 1 X
10° formas leveduriformes de Pb18. A e C; AnimaisWT; B e D: Animais
Ipr. Coloracéo de Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 4000x.




Figura 16. Analise histoldgica de seccles de baco de camundongos WT e lpr.
Fotomicrografias foram tiradas 15 dias apds infeccdo por 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. A: Animais WT; B: Animais Ipr. Coloracdo de
Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 1000x.
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Figura 17. Analise histolégica de secgdes de figado de camundongos WT e lpr.
Fotomicrografias foram tiradas 7, 15 e 30 dias apés infecgdo por 1 x 10°
formasleveduriformesdePb18. A, C eE: AnimaisWT; B, D eF: Animais|pr.
Coloracao de Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 1000x.




4.2 Observacao da carga parasitaria- Coloracéo de Grocott

Animais Ipr ¢ WT foram infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes de
Pb18. Apds 15, 30, 60 e 120 dias de infec¢do os animais foram sacrificados e seus pulmoes
foram retirados, fixados e processados em alcool/xilol e incluidos em parafina. A andlise
histopatologica foi realizada apds coloragdo de Grocott (Figura 18), que cora os fungos em
negro. Aos 15 e 30 dias de infec¢@o observamos marcacao dos fungos semelhante entre animais
Ipr e WT. Nos cortes histologicos de 30 e 60 dias ap6s infecgdo observamos maior marcagao de
células fungicas em animais Ipr, relativamente aos WT, confirmando os dados obtidos pela
contagem de UFC. Nos cortes histologicos de 120 dias observamos presenga de fungos em
animais Ipr (periodo no qual ha fungos viaveis nos pulmdes, conforme demonstramos na
Figural3), enquanto em WT, que ndo apresentam fungos viaveis nesse periodo, observamos

presenga de "poeira", que sdo restos de parede celular dos fungos.

4.3 Observacao da deposicéo de colageno- Coloracao de Tricromo Massom

A PCM ¢ uma doenga que deixa sequelas fibroticas nos 6rgaos afetados, principalmente nos
pulmdes. Procuramos avaliar se a via de sinalizacdo Fas/FasL ¢ importante na deposi¢dao de
colageno e remodelamento da matriz extracelular apds infecgdo por P. brasiliensis. Animais Ipr
e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apos 15, 30, 60, 120, 150

180 dias de infeccdo os animais foram sacrificados e seus pulmoes foram retirados, fixados e



processados em alcool/xilol e incluidos em parafina. A analise histopatologica foi realizada apos
coloragdo de Tricromo-Massom, na qual o coldgeno cora-se em verde (Figura 19).

Observamos que durante o curso da PCM experimental houve atraso na deposicdo de
colageno nos camundongos lpr, comparativamente aos animais WT. A diferenca foi marcante
em estagio mais tardio da doencga. Aos 120 dias de infecg¢do ainda havia grande quantidade de
colageno nos pulmdes de animais Ipr, enquanto em WT ocorreu remodelamento e restauracao
quase total da arquitetura do parénquima pulmonar. Aos 150 dias de infec¢do animais WT
apresentaram total remodelamento do parénquima pulmonar, enquanto nos animais Ipr havia
ainda grande presenca de colageno. Em animais Ipr somente aos 180 dias de infecgdo
observamos o remodelamento do parénquima pumonar, quando granulomas ndo foram mais

encontrados.

5. Reacdo de Hiper sensibilidade Tardia (DTH)

A reagdo de DTH foi realizada através da injecdo de 2 pg de exoantigeno (EXO) nas patas
traseiras de animais infectados e ndo infectados por Pb18 (Figura 20). Vinte e quatro horas apos
a inje¢do de EXO a variacdo de edema nas patas foi medida nos animais 15, 30 e 60 dias apos
infecgdo com 10° formas leveduriformes de Pbl8. Houve diferenca significativa entre os
animais Ipr e WT (p<0,05) apenas no periodo de 30 dias de infec¢do, quando a contagem de

UFC foi mais elevada em animais lpr em relagdo aos WT.
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Figura 18. Andlise histologica de seccBes pulmonares de
camundongos WT e lpr. Fotomicrografias foram tiradas 15, 30, 60 e
120 dias ap6s infeccdo por 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18.
A, C,EeG: AnimaisWT; B, D, FeH : Animais Ipr. Coloracdo de
Grocott, aumento de 1000x.




15d

30d f

60d

120d

150d

180d

Figura 19.
Andlise
histol6gica de
seccoes
pulmonaresde
camundongos
WT elpr.
Fotomicrogr afi
asforam
tiradas 15, 30,
60, 120, 150 e
180 dias ap6s
infecgéo por 1
x 10° leveduras
dePbl18. A, C,
E, G, eK:
AnimaisWT,
B,D,F,H,Je
L: Animaislpr.
Coloracao de
Tricromo

M asson,
aumento de
1000x.




200 7 wr
— T

=
o
]

Variacao do Edema na
pata x107 (mm)

Nl

NI 15d 30d 60d

Dias apos infeccéo

Figura 20. Reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH). Camundongos
C57BL/6 e Ipr foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pbl18. Nos dias 15, 30 e 60 ap6s infeccdo foram
desafiados pela injecao de 25ul de exoantigeno (EXO) derivados de Pb18 (2
pg/ ml™h) na pata traseira, enquanto na outra pata foram injetados 25pL de
PBS. Vinte e quatro horas ap6s o desafio 0 aumento de edema na pata foi
aferido com paquimetro. Animais ndo infectados (NI) submetidos ao
mesmo protocolo foram usados como controles. Cada pronto corresponde a
3 animais. O resultado apresentado € representativo de trés experimentos
independentes. *p<0,05, WT vsIpr no mesmo periodo de infecgao.




6. Analise do infiltrado inflamatério pulmonar de camundongos WT ou Ipr infectados por
P. brasiliensis por citometria de fluxo

Analisamos pulmoes de animais WT e Ipr infectados por Pb18 nos periodos de infecc¢ao de 7,
15 e 30 dias. O tempo limite foi de 30 dias porque nessa fase os granulomas encontrados em
WT e Ipr apresentavam-se completamente organizados. Os pulmdes foram retirados e
processados especificamente para analise por citometria de fluxo. As células analisadas
pertenciam as “gates” identificadas na Figura 21A e foram selecionadas quanto ao tamanho e
granulosidade. Verificamos um aumento significativo (p<0,05) da presenga de células
CD11c¢"GR1" (N@) em animais Ipr e WT infectados, relativamente aos ndo infectados, em todos
os periodos analisados (Figura 21B). Entre os animais infectados, porém, ndo houve diferenca
percentual entre animais Ipr e WT. Em nossas analises processamos todos os lobos pulmonares
de cada animal, de modo a minimizar as possiveis diferencas nos percentuais ¢ valores obtidos.
Verificamos sempre, em nossas contagens em camara de Neubauer, um nimero total de
leucdcitos sempre mais elevados em animais Ipr (dados ndo mostrados). Em conclusdo, apesar
de um numero percentual similar entre animais lpr ¢ WT, o niamero absoluto de N@ foi maior
em animais Ipr.Também analisamos outras populagdes celulares que freqiientemente sdo
encontradas nos granulomas, como os linfocitos T e B. A populagio de células CD19"
(linfocitos B) foi menor em animais Ipr comparativamente ao animais WT (p<0,05) aos 7 ¢ 30
dias apos infecg¢ao (Figura 21D). As células pertencentes as “gates” identificadas na Figura 22A
foram selecionadas quanto ao tamanho e granulosidade e analisadas por citometria de fluxo. O
percentual de células CD3°CD4" (Figura 22B) e CD3'CD8" (Figura 22D) pulmonares foi

semelhante entre Ipr e WT nao infectados ou infectados por Pb18.
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Figura 21. Expressdo de moléculas de superficie. Camundongos C57BL/6 e lpr
foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18.
Ap6s 7, 15 e 30 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados, tratados com liberase e
triturados em M edimachine®. Células pulmonar es foram mar cadas com anticor pos
especificos conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina
(PE). As células pertencentes as janelas (gates) indicadas (A) foram selecionadas
guanto ao tamanho e granulosidade e analisadas por citometria de fluxo (B e D).
Cada ponto representa a média + SD de amostras em auadruplicatas e sdo
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Figura 22. Expressdo de moléculas de superficie. Camundongos C57BL/6 e Ipr
foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18.
Apo6s 7, 15 e 30 dias de infeccao os pulmdes foram retirados, tratados com liber ase
e triturados em Medimachine®. Céulas pulmonares foram marcadas com
anticorpos especificos conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
ficoeritrina (PE). As células pertencentes a janela (gate) indicada (A) foram
selecionadas quanto ao tamanho e granulosidade e analisadas por citometria de
fluxo (B e D). Cada ponto representa a média + SD de amostras em




7. Migracdo de leucdcitos peritoneais de camundongos WT ou Ipr ap6s estimulo por
Tioglicolato de Sodio

Como relatamos anteriormente, apesar de um infiltrado celular maior em pulmdes de
camundongos lpr, o percentual de NO foi semelhante ao encontrado em WT. Alguns estudos
mostraram que neutrofilos de animais deficientes de Fas apresentam migragao ineficiente. Dessa
forma, procuramos descobrir se a migracdo de N@ de animais lpr ¢ de alguma forma inefetiva
comparadamente aos animais WT. Averiguamos capacidade migratéria de leucéceitos duas horas
apods injecdo intraperitoneal de tioglicolato de sddio. Nesse periodo de tempo sabe-se que a
maior parte dos leucocitos que migram em reposta ao estimulo sdo N@. Apds microscopia
intravital capturamos e selecionamos imagens representativas das vénulas de animais WT
(Figura 23) e lpr (Figura 24) no momento em que leucdcitos seguem o fluxo sanguineo.
Verificamos que ndo houve diferenga significativa no nimero de leucécitos que migraram pelas
nas vénulas mesentéricas entre animais WT e lpr (Figura25 A). Contudo, observamos que a
quantidade de células aderidas nas paredes dos vasos foi significativamente maior em animais

WT (Figura 25B).



Figura 23. Rolamento e adesdo de leucdcitos peritoneais. Camundongos WT
receberam 500 pL de Tioglicolato de sddio 3% pela via intraperitoneal. Duas
horas ap6s o estimulo inflamatério os foram anestesiados e submetidos a
microscopia intravital. As setas indicam a exata localizacdo dos leucécitos
durante migracdo em vénulas pds-capilares mesentéricas. Tempo decorrido
de A a D: aproximadamente 2 segundos. Resultados representativos de dois
experimentos independentes. Aumento final de 3400x.




Figura 24. Rolamento e adesdo de leucdcitos peritoneais. Camundongos lpr
receberam 500 puL de Tioglicolato de sodio 3% pela via intraperitoneal.
Duas horas ap0s o estimulo inflamatoério os foram anestesiados e submetidos
a microscopia intravital. As setas indicam a exata localizacdo dos leucécitos
durante migracdo em vénulas pds-capilares mesentéricas. Tempo decorrido
de A a D: aproximadamente 2 segundos. Resultados representativos de dois
experimentos independentes. Aumento final de 3400x.
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Figura 25. Rolamento e adesdo de leucdcitos peritoneais. Camundongos WT
e Ipr receberam 500 uL de Tioglicolato de sddio 3% ou salina pela via
intraperitoneal. Duas horas ap6s o estimulo inflamatério os animais foram
anestesiados e submetidos & microscopia intravital. Vénulas pés-capilares
mesentéricas com diametro entre 10 e 16 uM foram selecionadas para
visualizagdo. A: Numero de leuctcitos em migracao; B: Numero de leucdcitos
aderidos nas vénulas pos-capilares. Cada ponto corresponde a 3 animais,
sendo os dados representativos de 2 experimentos independentes. As barras
representam a média £ SEM. *p<0,05, WT vsIpr. Resultados r epr esentativos
de dois experimentos independentes.




8. Quantificacéo de quimiocinas em lisado pulmonar de camundongos WT e lpr infectados
por P. brasiliensis

Vimos que no infiltrado inflamatorio pulmonar, a despeito do maior niimero total de
leucdcitos em animais Ipr ap6s infec¢do por Pbl8, houve percentual semelhante ao encontrado
em WT. Vimos também que houve menor aderéncia de N@ de animais lpr. Dessa forma,
procuramos identificar se aumento da produgdo nos pulmdes de quimiocinas que recrutam NO
em animais Ipr compensaria a menor aderéncia encontrada nessas células. Fizemos a dosagem
em pulmoes de animais de MIP-1a e KC, duas das principais quimioatratoras de neutrofilos. Os
niveis de MIP-1a foram maiores em animais lpr comparativamente aos WT em todos os
periodos analisados (Figura 26A). Contudo, verificamos que a diferenca foi significativa
(p<0,05) apos 60 dias de infeccdo, quando os niveis da quimiocina foram cerca de trés vezes
maior em animais Ipr. Semelhantemente, os niveis de KC também foram maiores em animais
Ipr em todos os periodos de infeccao (Figura 26B). Mas diferenca significativa ocorreu somente
aos 60 dias apo6s infecgdo (p<0,05), quando niveis de KC foram cerca de duas vezes maior em

animais lpr comparativamente aos WT.

9. Atividade de mieloper oxidase (M PO) de neutr 6filos pulmonar es de camundongos WT e
Ipr infectados por P. brasiliensis

Existem relatos sobre produgado deficiente de reagentes oxidativos por neutréfilos de animais
Ipr. A agdo dos N@ contra P. brasiliensis nas primeiras semanas de infec¢do ¢ fundamental para
eliminagdo do patdégeno. Verificamos a produgdo de mieloperoxidase por neutr6filos de animais

Ipr e WT apos 15 dias de infec¢do por Pbl8 (Figura 27). Em nossa dosagem, apesar de uma



maior producdo de MPO por neutrofilos de animais infectados em relacao a nao infectados, nao

encontramos diferenca significativa entre animais Ipr e WT infectados.

10. Quantificacéo de citocinas em lisado pulmonar de camundongos WT e Ipr infectados
por P. brasiliensis

Animais lpr e WT foram infectados IV com 10° formas leveduriformes de Pb18. Apés 15,
30, 60 e 120 dias de infec¢do os pulmdes foram retirados e processados para dosagem de
citocinas.
IFN-y: A producao de IFN-y foi semelhante entre camundongos WT e Ipr durante a PCM
(Figura 28A).
IL-10: Verificamos que a produgdo de IL-10 foi maior em animais lpr, comparativamente a
WT, nas quatro primeiras semanas de infec¢do (Figura 28B). Apds 15 dias de infecgdo os niveis
de IL-10 em lpr foram cerca de 8 vezes mais elevados que aqueles de WT (p<0,05). Aos 30 dias
de infeccdo os niveis de IL-10 reduziram-se cerca de trés vezes mas, contudo, permaneceram

mais elevados que os encontrados em WT (p<0,05).
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Figura 26. Deteccdo de quimiocinas nos pulmdes de camundongos WT e lpr
infectados com P. brasiliensis. Osanimaisforam infectados intravenosamente
com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. Ap6s 15, 30, 60 e 120 dias de
infeccdo os pulmdes foram retirados e homogeneizados. O sobrenadante foi
colhido e a dosagem de MIP-1a (A) e KC (B) realizada por ELISA. Pulmdes
de animais néo infectados (NI) foram utilizados como controle. Cada ponto
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Figura 27. Atividade da mieloper oxidase (M PO) por neutr 6filos pulmonar es.
A intensidade do acimulo de neutr 6filos nos pulmdes dos animais infectados
por P. brasiliensis foi aferida pelo ensaio da mieloper oxidase. Camundongos
WT e lpr foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. Apo6s 15 dias de infeccdo o pulméo direito foi
perfundido com solucdo salina, pesado e homogeneizado em Pollytron®.
Cada ponto corresponde a 3 animais, sendo os dados representativos de 2
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Figura 28. Deteccdo de citocinas nos pulmdes de camundongos WT e lpr
infectados com P. Dbrasiliensis. Os animais foram infectados
intravenosamente com 1 x 10° for mas leveduriformes de Pb18. Apés 15, 30,
60 e 120 dias de infecgdo os pulmdoes foram retirados e homogeneizados. O
sobrenadante foi colhido e a dosagem de de IFN (A) e IL-10 (B) realizada
por ELISA. Pulm®es de animais nao infectados (NI) foram utilizados como
controle. Cada ponto representa a média + SD de 6rgaos de 3 camundongos.




11. Dosagem de Oxido Nitrico (NO) no soro de camundongos WT e Ipr infectados por P.
brasiliensis

A produgio de NO foi avaliada nos soro de animais infectados com 10° formas
leveduriformes de Pb18 (Figura 29). Os periodos analisados foram 7, 15, 30, 60 ¢ 120 dias apds
infecg@o. Os resultados apresentados mostraram houve maior produgdo de NO (p<0,05) em

animais Ipr comparativamente a WT no periodo de 30 dias ap6s infeccao.

12. Paracoccidioides brasiliensis induz apoptose de leucécitos pulmonar es de camundongos
WT elpr

A apoptose ¢ um mecanismo de evasdo utilizado por varios parasitas, especialmente
extracelulares. P. brasiliensis é um parasita intracelular facultativo, o que nos permitiu colocar
suspei¢ao sobre o fungo como indutor de morte celular. Os dados sobre a participagdo de P.
brasiliensis na indug@o de apoptose sdo escassos. Para averiguarmos o envolvimento do fungo
na indugio de apoptose na PCM sistémica infectamos animais Ipr ¢ WT com 10° leveduras de
Pb 18 e coletamos todos os lobos pulmonares apés 7, 15 e 30 dias de infec¢do. Coletamos
também pulmdes de animais ndo infectados. As células analisadas pertenciam as “gates”
identificadas na Figura 30A e foram selecionadas quanto ao tamanho e granulosidade. As
células apoptoticas foram marcadas com Anexina-FITC e analisadas por citometria de fluxo
(Figura 30B). Observamos em animais WT um aumento de cerca de trés vezes no percentual de
células apoptéticas (p<0,05) aos 7 e 15 dias de infec¢ao, comparativamente aos animais WT ndo
infectados. Apdés 30 dias de infeccdo houve queda no percentual de apoptose para niveis
similares aos de animais WT ndo infectados. Em animais Ipr o percentual de células apoptoticas

elevou-se também aos 7 dias de infeccdo, comparativamente aos animais ndo infectados



(p<0,05). A apoptose permaneceu elevada apos 15 dias, com redugdo acentuada apos 30 dias de
infeccdo. Quando comparamos percentual de c€lulas pulmonares apoptoéticas entre animais WT
e Ipr encontramos, surpreendentemente, apos 7 dias de infec¢do, um numero de células
apoptoticas maior em animais Ipr (p<0,05). Aos 15 e 30 dias de infec¢do, porém, houve igual

percentual de apoptose de células pulmonares entre Ipr e WT.
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Figura 29. Dosagem de Oxido Nitrico no soro. Camundongos WT e
lpr  foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. Apéds 7, 15, 30, 60 e 120 dias de infecgcdo o
sangue foi colhido e o0 soro separado. A producdo de NO foi
indiretamente avaliada pela mensuracdo da producdo de nitrato
(NO3), realizada pelo método de Griess. Soro de animais nao
infectados (NI) foram utilizados como controle. Cada ponto
representa a média + SD de 6rgaos de 3 camundongos. Resultados
representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 30. Marcagdo por Anexina V-FITC. Camundongos C57BL/6 e lpr
foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de
Pb18. Ap6s 7, 15 e 30 dias de infeccdo os pulmoes foram retirados, incubados
com liberase e triturados em Medimachine®. As células pulmonares foram
marcadas com Anexina V conjugada com FITC. As células pertencentes a
janela (gate) indicada (A) foram selecionadas quanto ao tamanho e
granulosidade e analisadas por citometria de fluxo (B). Cada ponto
representa a média + SD de amostras em quadruplicatas e sdo
representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05, infectados NI
vsinfectados 7d. **p<0,05, WT 7d vslpr 7d. NI: animaisn&o infectados.




13. Expressdo de Fas/FasL em leucdcitos pulmonares de camundongos WT e lpr
infectados por P. brasiliensis

A inducdo da expressao de Fas e FasL e marcagdo por Anexina V em mondcitos de pacientes
por P. brasiliensis foi demonstrada. Infectamos animais Ipr ¢ WT com 10° leveduras de Pb 18 e
coletamos todos os lobos pulmonares apds 7, 15 e 30 dias de infec¢do. Coletamos também
pulmdes de animais nao infectados. Em camundongos WT ndo houve aumento significativo da
expressdo de Fas em células CD4" ou CDS8" até 30 dias de infecgdo (Figura 31). A expressdo de
FasL, contudo, aumentou na populagio CD4" no dia 7 apos infec¢dio, comparativamente aos
animais ndo infectados (p<0,05). Houve diminui¢io da expressdo de FasL em células CD4" no
periodo de 15 e 30 dias apds infec¢do, comparativamente ao periodo de 7 dias de infecgao
(p<0,05). Em células CD8" de animais WT nao houve elevagdo da expressdo de FasL durante
todo o periodo de infec¢do. Células de animais Ipr de linhagem C57BL6 expressam Fas
truncado, e também uma também apresentam pequena expressdo de Fas funcional. Em nossa
analise de FACS encontramos em células CD4" e CD8" infima expressdo de Fas nos diversos
periodos de infecgdo observados e também em animais ndo infectados. O percentual de células
CDS8" expressando FasL elevou-se significativamente nos pulmdes de animais Ipr apos 7 dias de
infec¢do, comparativamente tanto aos animais WT no mesmo periodo (p<0,05) e quanto as
células de lpr analisadas aos 15 e 30 dias apds infecg@o e as células de animais ndo infectados
(p<0,05). Nao houve aumento da expressdo de FasL em animais apos 15 e 30 dias de infecgao,
comparativamente ao grupo ndo infectado. Contrariamente ao observado em células CDS", o
percentual de células CD4" expressando FasL ndo aumentou nos pulmdes de animais Ipr apos 7
dias de infec¢dio. Houve, além do mais, uma baixa expressdo de FasL nas células CD4", que se

manteve aos 15 e 30 dias de infeccao.



14. Dosagem de anticorpos no soro de camundongos WT e Ipr infectados por P.
brasiliensis

Conforme mostrado anteriormente (Figura 21D), em pulmdes de animais Ipr infectados por
P. brasiliensis encontramos menor niimero de células CD19" (linfécitos B) nos dias 7 ¢ 30 de
infecgdo, comparativamente a animais WT (p<0,05). A fim de investigarmos se haveria
alteracdo na producdo de anticorpos especificos em animais lpr, retiramos soro de animais Ipr e
WT apos 7, 15, 30 e 60 dias de infecg¢do. Verificamos aumento na producdo de IgG total (Figura
32A) especifica no decorrer da infecgdo, mas ndo houve diferenca entre lpr e WT quando
comparados no mesmo dia de infeccdo. Na dosagem de anticorpos caracteristicos de resposta
Thl (IGg2a) e Th2 (IgG1) ndo verificamos variagdo significativa nos niveis de anticorpos entre
animais lpr ¢ WT (Figuras 32 B e 32C). Dessa forma, as células CD19" podem participar na
defesa contra P. brasiliensis ndo s6 como produtoras de anticorpos, mas também exercendo

papel como apresentadora de antigenos ou produtora de citocinas.
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Figura 31. Expressdo de moléculas de superficie. Camundongos C57BL/6 e
lpr foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes
de Pb18. Apo6s 7, 15 e 30 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados,
tratados com liberase e triturados em Medimachine®. Células pulmonares
foram mar cadas com anticor pos especificos conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE). As células foram selecionadas
guanto ao tamanho e granulosidade e analisadas por citometria de fluxo.
Cada ponto representa a média = SD de amostras em auadruplicatas e sdo
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Figura 32. Deteccdo de Imunoglobulinas especificas ao exoantigeno (EXO) de Pb18 em
amostras de soro de animais infectados com P. brasiliensis. Camundongos WT e lpr foram
infectados intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. Apés 7, 15, 30 e
60 dias de infeccdo o soro foi retirado e a producéo de 1gG total (A), 1gG2a (B) elgG1 (C)
realizada. Cada ponto representa a média £ SD do soro proveniente de 3 camundongos. Os
resultados apresentados sao r epr esentativos de dois experimentos independentes.




C) DETERMINACAO DO PAPEL DE LINFOCITOS B E ANTICORPOS NA

PARACOCCIDIOIDOMICOSE SISTEMICA MURINA

1. Susceptibilidade de camundongos WT e BKO ao P. brasiliensis

Conforme mostrado anteriormente, em pulmdes de animais Ipr infectados por P. brasiliensis
encontramos menor nimero de células CD19" nos dias 7 e 30 de infecgdo, comparativamente a
animais WT (p<0,05). Além do mais, diversos estudos demonstram que alta quantidade de
anticorpos esta associada a susceptibilidade a PCM. A fim de compreendermos melhor o papel
de linfocitos B e anticorpos na PCM, inicialmente investigamos a sobrevivéncia de animais
deficientes de linfocitos B (BKO) infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes

de Pb18. Apos 120 dias de infecg¢ao cerca de 60% dos animais BKO morreram (Figura 33).

2. Contagem de Unidades For mador as de Coldnia (UFC)

Nosso proximo passo foi determinar o grau de parasitismo nos 6rgaos de animais infectados
pelo Pbl8 (pulmdes, figado e bago). Os animais foram infectados com  10° formas
leveduriformes do fungo e sacrificados 7, 15, 30, 60 ¢ 90 dias apos infeccdo (Figura 34). No
baco houve maior contagem de UFC em camundongos BKO aos 15 dias de infeccdo em relagao
aos WT (p<0,05). Conforme o esperado, com o progresso da infecgdo houve diminuigdo
constante de UFC, e aos 90 dias de infeccdo ndo foram encontrados fungos vidveis, tanto em
BKO como em WT. No figado encontramos carga fungica sempre mais elevada em animais
BKO. Aos 60 dias de infeccdo observamos parasitismo significativamente maior em animais
BKO, comparativamente aos WT (p<0,05). Quando realizamos a contagem de UFC nos

pulmdes ficou evidenciada a grande susceptibilidade de animais BKO. No periodo de 15 dias



apo6s infecgdo a quantidade de fungos no pulmao de animais BKO foi aproximadamente o dobro
da encontrada em WT (p<0,05) Aos 30 e 60 e 90 dias, semelhantemente, a carga fingica foi

significativamente maior em animais BKO (p<0,05) relativamente aos WT.
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Figura 33: Sobrevivéncia de camundongos normais (WT) e
geneticamente deficientes de linfécitos B (BKO) apéds infeccdo com P.
brasiliensis. Camundongos C57BL/6 e BKO foram infectados
intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes da cepa 18 de P.
brasiliensis. O tempo de vida dos animais foi avaliado por 120 dias. 10
animais foram utilizados em cada grupo, sendo os dados
representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 34. Quantificacdo das unidades formador as de coldnia (UFC) nos 6rgaos de
animais WT e BKO infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pb18. Apos 7, 15, 30, 60 e 90 dias de infecgdo os animais foram
sacrificados e tiveram seus 6rgaos retirados, pesados, homogeneizados e
plaqueados em Agar BHI. Apés 14 dias foram deter minados os valores de UFC no
baco, figado e pulm&o. Cada ponto corresponde a 3 animais, sendo os dados




3. Analise Histopatol6gica de secges pulmonares de animais WT ou BKO infectados por
P. brasiliensis
Observacéo do infiltrado inflamatério- Coloracdo de Hematoxilina & Eosina

Animais BKO e WT foram infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes de
Pb18. Apos 7, 15, 30,60 e 90 dias os animais foram sacrificados e seus 6rgaos (pulmao, figado e
baco) retirados, fixados e processados em alcool/xilol e incluidos em parafina. A analise
histopatologica foi realizada ap6s coloracdo de H&E (Figura 35 e 36). Em animais WT notamos
que 7 dias ap6s a infec¢do houve um infiltrado inflamatério focal difuso, composto por
neutrofilos e células mononucleares, com elementos fingicos dispersos, esperado nesse periodo
de infec¢do. Camundongos BKO, no entanto, apresentaram infiltrado inflamatorio muito mais
intenso. Aos 14 dias ja havia granulomas epitelidides organizados em animais WT, com
presenga de histidcitos, células epitelioides, linfocitos e neutrdfilos, com leveduras localizadas
centralmente. Nesse periodo de infec¢do os animais BKO apresentaram infiltrado inflamatorio
totalmente difuso, composto por neutréfilos e células mononucleares dispersas, além de
leveduras espalhadas pelo parénquima pulmonar. A presenca de edema e deposicao protéica foi
marcante. Em camundongos WT houve aos 30 dias de infec¢do formagao de granulomas bem
definidos, composto por histidcitos, células epitelidides, células gigantes agregadas ao redor
das leveduras, menor nimero de neutrofilos e um cinturdo externo composto por células
mononucleares e fibroblastos. Nesse periodo, em animais BKO, encontramos um padrao
inflamatorio misto, predominantemente difuso com muito edema e deposi¢do protéica, além da
presenga concomitante de granulomas incipientes. Aos 60 dias apds infecgdo notamos em
animais WT granulomas bem consolidados e muitas células epitelidides ao redor dos fungos.

Em animais BKO notamos ainda um padrao inflamatério misto, com areas de edema e



deposicao protéica e presenga de alguns granulomas epitelidides. Aos 90 dias ha pequena
quantidade de granulomas epitelidides em animais WT, ao passo que em BKO ha maior numero
de granulomas com fungos viaveis, conforme demonstrado pela contagem de UFC.

4. Reacdo de Hipersensibilidade Tardia (DTH)

A reagdo de hipersensibilidade tardia (DTH) foi realizada através da injecdo de 2 ug de
exoantigeno (EXO) nas patas traseiras de animais infectados e ndo infectados por Pb18 (Figura
37). Vinte e quatro horas ap6s a inje¢do de EXO a variagdo de edema nas patas foi medida nos
animais 15, 30 e 60 dias apos infecgdo com 10° formas leveduriformes de Pb18. Néo houve
diferenca significativa entre os animais BKO e WT analisados nos mesmos periodos de
infec¢do. Contudo, verificamos que houve aumento significativo na DTH em animais BKO aos

30 dias de infeccao, relativamente ao periodo de 15 dias (p<0,05).
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Figura 35. Analise histologica de sec¢bes pulmonar es de camundongos WT e BKO.
Fotomicrografias foram tiradas 7, 15, 30, 60 e 90 dias ap6s infecgdo por 1 x 10°
formas leveduriformes dePb18. A, C, E, G e |l: Animais WT; B, D, F, H e J:
Animais BKO. Coloracao de Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 1000x.
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Figura 36. Analise histolégica de secgdes pulmonar es de camundongos WT e BKO.
Fotomicrografias foram tiradas 15, 30 e 60 dias apds infeccdo por 1 x 10° formas
leveduriformes dePb18. A, C, E e G: Animais WT; B, D, F e H: Animais BKO.
Coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H& E), aumento de 4000x.
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Figura 37. Reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH). Camundongos
C57BL/6 e BKO foram infectados intravenosamente com 1 x 10° formas
leveduriformes de Pbl8. Nos dias 15, 30 e 60 apos infeccdo foram
desafiados pela injecéo de 25ul de exoantigeno (EXO) derivados de Pb18 (2
pg/ ml'h) na pata traseira, enquanto na outra pata foram injetados 25uL de
PBS. Vinte e quatro horas ap6s o desafio o aumento de edema na pata foi
aferido com paquimetro. Animais nao infectados (NI) submetidos ao
mesmo protocolo foram usados como controles. Cada ponto corresponde a
3 animais. O resultado apresentado é representativo de dois experimentos
independentes.




5. Quantificagdo de citocinas em lisado pulmonar de camundongos WT e BKO infectados
por P. brasiliensis

|FN-y: Animais BKO ¢ WT foram infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes
de Pbl8. Apds 15, 30, e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e processados para
dosagem de citocinas. Os niveis de IFN-y (Figura 38A) foram semelhantes entre animais
infectados BKO ¢ WT nas primeiras semanas de infec¢do, mas maiores em animais BKO
(p<0,05) em relacao aos animais WT aos 60 dias.

TNF-a: Animais BKO e WT foram infectados intravenosamente com 10° formas
leveduriformes de Pb18. Apds 15, 30, 60 e 90 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e
processados para dosagem de citocinas. Os niveis de TNF-a (Figura 38B) foram semelhantes
entre animais infectados BKO e WT nas primeiras semanas de infec¢do, mas maiores em
animais BKO (p<0,05) em relagdo aos animais WT aos 60 ¢ 90 dias.

IL-10: Animais BKO e WT foram infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes
de Pbl18. Apods 15, 30, e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e processados para
dosagem de citocinas. Os niveis de IL-10 (Figura 39A) foram semelhantes entre animais
infectados BKO e WT nas duas primeiras semanas de infec¢do, mas maiores em animais BKO
(p<0,05) relativamente aos animais WT aos 30 dias, periodo em que a contagem de UFC foi
significativamente maior em animais BKO.

IL-4: Animais BKO e WT foram infectados intravenosamente com 10° formas leveduriformes
de Pbl18. Apods 15, 30, e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e processados para
dosagem de citocinas. Os niveis de IL-4 (Figura 39B) foram semelhantes entre animais

infectados BKO ¢ WT durante o periodo analisado.
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Figura 38. Deteccdo de citocinas Thl nos pulmdes de camundongos WT e
BKO infectados com P. brasiliensis. Os animais foram infectados
intravenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. Apés 7,
15, 30, 60 e 90 dias de infeccao os pulmbes foram retirados e
homogeneizados. O sobrenadante foi colhido e a dosagem de IFN-y (A) e
TNF-a (B) realizada por ELISA. Pulmdes de animais ndo infectados
(NI) foram utilizados como controle. Cada ponto representa a média +
SD de oOrgaos de 3 camundongos. Resultados representativos de dois
experimentos independentes. *p<0,05, WT vs KO no mesmo periodo de
infeccdo. # dosagem néo realizada.
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Figura 39. Deteccao de citocinas Th2 nos pulmdes de camundongos WT e
BKO infectados com P. brasiliensis. Os animais foram infectados
intravenosamente com 1 x 10° formas levedurifor mes de Pb18. Apés 7, 15,
30 e 60 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados e homogeneizados. O
sobrenadante foi colhido e a dosagem de IL-10 (A) elL-4 (B) realizada por
ELISA. Pulmdes de animais nao infectados (NI) foram utilizados como
controle. Cada ponto representa a média + SD de érgaos de 3
camundongos. Resultados representativos de dois experimentos
independentes. *p<0,05, WT vs BKO no mesmo periodo de infecgao.




6. Transferéncia de soro imune para camundongos BKO promove melhora no quadro
histopatol 6gico

Os resultados apresentados anteriormente demonstraram que linfocitos B foram importantes
na defesa contra PCM, visto que camundongos normais foram mais resistentes que os BKO.
Para entendermos se a presencga de linfocitos B € requerida para montagem de defesa consistente
contra o fungo ou se fatores produzidos por esses linfocitos, como anticorpos, sdo essenciais
para regulacdo da resposta imune contra P. brasliensis, delineamos um protocolo de
transferéncia de soro. Animais BKO receberam soro um dia antes de inoculacdo intravenosa de
10° formas leveduriformes de Pb18 ¢ também nos dias 4 ¢ 12 de infeccdo. Sacrificamos os
camundongos no 15° dia de infec¢do e verificamos que tratamento com soro normal ou imune
resultou em menor infiltrado inflamatério, com presenca de granulomas razoavelmente
organizados (Figura 40), enquanto animais que receberam soro de BKO apresentaram,
conforme esperado, grandes areas de edema e infiltrado difuso. Repetimos o protocolo de
inoculacdo de soro e sacrificamos os animais apos 30 dias de infeccdo. Encontramos,
contrariamente ao observado aos 15 dias de infec¢do, um infiltrado desorganizado, com muito
edema e deposi¢do protéica (Figura 41). Procuramos verificar se tratamento mais prolongado
com anticorpos seria conferiria protegdo contra P. brasiliensis. Outro grupo de animais foi
tratado por tempo mais prolongado com soro (receberam soro nos dias -1, 5, 15 e 25 de
infecgdo) e sacrificados 30 dias apods infeccdo (Figura 42). Na analise histopatologica
encontramos formacao de granulomas mais organizados nos animais tratados com soro imune,
relativamente aos que receberam soro ndo imune. Animais que receberam soro de BKO

apresentaram infiltrado difuso e desorganizado, o que nos mostrou a presenca de anticorpos



durante as primeiras semanas de infecgdo por P. brasiliensis ¢ essencial para formagdo de

granulomas organizados que controlam a multiplicag¢do e disseminac¢ao do fungo.
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Figura 40. Efeito da transferéncia de soro. Andlise histolégica de secches
pulmonar es de camundongos BK O tratados com 500 uL de soro nosdias-1,5e
12 apos infecgdo por P. brasiliensis. Fotomicrogr afias foram tiradas 15 dias apds
infeccdo por 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. A, D, G e J: Animais
tratados com soro de BKO; B, E, H eK: Animaistratados com soro normal; C,
F, 1 e L: Animais tratados com soro imune. Coloracdo de Hematoxilina &
Eosina (H& E). Aumento indicado.
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Figura 41. Efeito da transferéncia de soro. Andlise histolégica de seccdes
pulmonar es de camundongos BK O tratados com 500 uL de soro nosdias-1,5e
15 apos infecgdo por P. brasiliensis. Fotomicrogr afias foram tiradas 30 dias apos
infeccdo por 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. A, D, G e J: Animais
tratados com soro de BKO; B, E, H e K: Animais tratados com soro normal; C,
F, | e L: Animais tratados com soro imune . Coloracdo de Hematoxilina &
Eosina (H& E). Aumento indicado.
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Figura 42. Efeito da transferéncia de soro. Analise histologica de secgbes
pulmonar es de camundongos BK O tratados com 500 pL de soro nosdias—1, 5, 15
e 25 dias apos infeccdo por P. brasiliensis. Fotomicrografias foram tiradas 30 dias
ap6s infeccdo por 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18. A, C, E e G: Animais
tratados com soro normal; B, D, F e H: Animais tratados com soro imune.
Coloragdo de Hematoxilina & Eosina (H& E). Aumento indicado.




4. DISCUSSAO

A infecgdo por Paracoccidioides brasiliensis induz a utilizagdo de todo o repertorio da
resposta imune. Os elementos da resposta imune celular tanto como da humoral agem
integradamente para que o processo de eliminagao do fungo seja eficiente e controlado, visto
que resposta exacerbada traz conseqii€éncias danosas ao hospedeiro.

Vérios estudos demonstraram que a resposta imune celular integra ¢ fundamental para
protecao contra a paracoccidioidomicose (PCM), com a geragao de resposta tipo Thl e
producao de IFN-y (MURPHY et al, 1998; CANO et al, 1998; KASHINO et al, 2000). O IFN-y
induz producdo de NO por macrofagos e sua auséncia estd implicada em marcante
susceptibilidade ao P. brasiliensis (SOUTO ET AL, 2000).

Procuramos nesse trabalho estabelecer o papel da IL-18 na PCM. Partimos do pressuposto
que, isoladamente, IL-18 ndo ¢ suficiente para protegdo contra P. brasiliensis, pois a producao
de INF-y ¢ regulada em grande parte por outras citocinas, como IL-12, em diferentes infec¢des
(Dinarello & Fantuzzi, 2003). Em nosso laboratério foi demonstrado que animais deficientes
(KO) de IL-12 foram extremamente susceptiveis a infecgdo sist€émica por P. brasiliensis e
apresentaram elevadissima mortalidade (LIVONESI, 2001). A administracdo de IL-12 induziu
uma infec¢do menos severa em camundongos (ARRUDA et al, 2002).

Apos inoculagdo de intravenosa de P. brasiliensis verificamos que a mortalidade foi pouco
maior em animais WT comparativamente ao IL-18 KO (Figura 1). Em principio esse resultado
foi inesperado, visto que nas doengas infecciosas a IL-18 ¢ uma citocina do tipo Thl. Nosso
resultado contrasta com o descrito por STUYT et al (2004), que mostraram a fundamental

fun¢do de IL-18 na protecao em candidiase sistémica. Esse mesmo estudo, porém, demonstrou



que a IL-12 ¢ dispensavel na protecdo contra Candida albicans. Nossos resultados sdo
diferentes também em relagdo a infecgdo por Cryptococcus neoformans, onde IL-18 também ¢
fundamental para resisténcia e sobrevivéncia (KAWAKAMI et al, 1997).

Quando analisamos a carga parasitaria nos orgaos ap6s infecgdo sistémica por P. brasiliensis
verificamos que houve, durante todo o periodo de infec¢do analisado, contagem semelhante de
UFC no bago e figado dos animais WT e IL-18KO (Figura 2). No entanto, aos 30 dias de
infec¢do, a quantidade de fungos foi significativamente maior nos pulmdes de camundongos
WT. Nossos resultados s@3o mais uma vez diferentes do observado em infec¢do por C.
neoformans e C. albicans, onde auséncia de IL-18 promove maior carga fungica (ZHANG et al,
1997; NETEA et al, 2003). Esses resultados mostraram que IL-18, a0 menos em nosso modelo
experimental, ndo exerce func¢do essencial. Ao contrario, ha maior susceptibilidade em animais
WT.

Nas analises histopatologicas (Figuras 3 e 4) dos animais infectados por P. brasiliensis nao
encontramos diferencas substanciais no padrao de formagdo dos granulomas epitelidides, tanto
em animais [L-18KO quanto WT.

A producdo de oOxido nitrico (NO) é fundamental para protecdo contra varios tipos de
patogenos. No entanto, ndo encontramos niveis diferentes de NO no soro de animais IL-18 WT
(figura 7). Nosso resultado estd em concordancia com o estudo sobre tuberculose experimental
(SUGAWARA et al, 1999), onde também niveis iguais de NO foram encontrados em animais
IL-18KO e WT.

Quando analisamos a producdo de IL-12 e IFN-y nos animais KO encontramos resultados
semelhantes aqueles de WT (figura 8). No entanto, maior producdo de TNFa foi encontrada em

animais WT aos 60 dias de infec¢do. Nesse periodo, a contagem de UFC (maior em WT aos 30



dias de infeccao, figura 2) voltou a ser semelhante a encontrada em animais KO. Encontramos
em nossas dosagens de citocinas Th2 a mesma produgdo de IL-4. No entanto, a produgdo de IL-
10 (figura 9) foi significantemente maior em WT que em KO, no periodo em que a contagem de
UFC foi maior nos animais normais.

Em nosso modelo experimental a participagdao de IL-18 ¢é dispensavel na protecdo contra P.
brasiliensis. Nossa conclusdo esta em acordo com de outros autores. PATERSON et al (2005)
infectaram animais IL-18KO e BALB/c intranasalmente com cepas diferentes de Streptococcus
pneumoniae e mostraram a participagdo de IL-18 na diminui¢@o de carga parasitaria depende da
via de inoculagdo do patégeno ou da cepa utilizada. O "background" genético parece ser muito
importante também quando se avalia fun¢do de IL-18. Quando o mesmo experimento foi
realizado em animais C57BL/6, animais IL-18KO foram susceptiveis (LAUW et al, 2002). Nos
estudos com Leishmania major a importancia de IL-18 também varia com background genético
do animal infectado e tempo de infeccao. WEI et al (1999) mostraram que camundongos IL-18
KO de linhagem C57BL/6 sdo mais susceptiveis, enquanto MONTEFORTE et al (2000)
mostraram que sao resistentes, quando o periodo de observacao foi maior. Animais BALB/c sao
normalmente susceptiveis a L. major, mas quando deficientes de IL-18 apresentam resisténcia a
infeccdo (WEI et al, 2004). Em suma, o papel da IL-18 nas infec¢des é muito complexo,
variando muito dependendo das condigdes experimentais.

IL-18 é uma citocina pleiotrdpica, que entre outras fungdes eleva a expressdo de Fas/FasL
(HASHIMOTO et al, 1999; FAGGIONI et al, 2001). A ativacao da via Fas/FasL pode induzir
apoptose, importante para controle da resposta ou inflamagdo. Nossas analises em citometria de

fluxo mostraram que P. brasiliensis induziu aumento de Fas/FasL em linfocitos CD4" e CD8"



(figura 10). No entanto, houve elevagao somente quando comparamos animais infectados aos
ndo infectados. Entre IL-18KO ¢ WT nao encontramos diferente expressao.

Nossos resultados nos levam a pensar que IL-18 exerce inicialmente uma funcdo
predominantemente regulatoria nas primeiras semanas de PCM (figura 9). Houve aumento de
TNF-a aos dois meses de infec¢do, o que pode representar um efeito compensatorio a elevagao
de IL-10. Foi demonstrado que ha aumento de IL-18 no soro de pacientes com a forma aguda de
PCM (CORVINO et al, 2004). Portanto, na PCM IL-18 realmente parece exercer fun¢do, se ndo
Th2, associada a susceptibilidade, com certeza irrelevante. Alguns trabalhos tém proposto a a
utiliza¢do de IL-18 como adjuvante terapéutico contra C. albicans e C. neoformans (ZHANG et
al, 1997; STUYT et al, 2004), mas nossos resultados (somados com o estudo de CORVINO et
al (2004)) nos permitem sugerir que, no tratamento da PCM, a instituigdo terapéutica de IL-18
ndo seria efetiva.

Por tratar-se de citocina normalmente Thl, esperavamos que apos infeccdo por P.
brasiliensis animais WT apresentariam aumento da expressdo de Fas/FasL, o que ndo ocorreu.
Contudo, vimos que infeccdo por P. brasiliensis induziu aumento de Fas/FasL, tanto em IL-
18KO como em WT (figura 10). Assim, nos pareceu que esse poderia ser um mecanismo de
evasdo do fungo, ja que infeccdo por outros patdogenos induz apoptose de leucdcitos pela via
Fas/FasL. Mondcitos de pacientes com PCM tiveram, apds exposicdo a antigenos de P.
brasiliensis, aumento de expressao de Fas/FasL e apoptose (CAMPANELLI et al, 2003).

Procuramos investigar em modelo experimental de PCM sistémica se P. brasliensis
induziria apoptose via Fas/FasL de leucécitos pulmonares. Em nosso trabalho utilizamos
animais lpr, que apresentam Fas truncado. Na literatura ha diversos trabalhos mostrando que

auséncia de Fas conduz a autoimunidade (CHEN et al, 1998; GREEN, 2003; KRUEGER et al,



2003; LI-WEBER & KRAMER, 2003). O camundongo utilizado em nosso trabalho ¢ de
linhagem C57BL/6, apresenta pouca predisposicdo a doenga linfoproliferativa e, dos quatro
locus que predispdem a doenga autoimune, possuem apenas o Lmbl (WESTON et al, 1988;
VIDAL et al, 1998). Confirmamos histopatologicamente que camundongos Ipr ndo infectados
ndo apresentaram sinais evidentes de autoimunidade, como por exemplo infiltrado inflamatorio
no figado e pulmdes (figura 12), érgaos mais afetados em animais deficientes de Fas (ADACHI
et al, 1996).

Tinhamos a idéia pré-concebida que Ipr apresentaria menor taxa de apoptose, devido a
auséncia da via Fas/FasL, e que dessa maneira eliminassem o fungo mais rapidamente. Quando
inoculamos os animais com P. brasiliensis, verificamos uma taxa de sobrevivéncia de 100%
(figura 11). Esse resultado era esperado. Contudo, quando analisamos contagem de UFC,
surpreendentemente os animais lpr demandaram mais tempo para eliminagao do fungo. (figura
13). A analise histopatolégica nos mostrou, contudo, maior organizagdo dos granulomas em
animais lpr (figura 14 e 15). Assim, camundongos Ipr formam granuloma epitelidide mais
rapidamente, mas ndo eliminam o fungo com a mesma eficiéncia que animais WT.

Quando analisamos secgdes pulmonares de animais infectados por P. brasiliensis, notamos
em animais WT grande presenca de fibras de coldgeno randomicamente dispersas pelo
granuloma, evidenciada pela coloragdo de Tricromo-Masson (figura 19). No entanto,
encontramos sempre menor presenca de colageno em granulomas de animais lpr, quando
comparados aos WT no mesmo periodo de infec¢dao. Nosso resultado mostra que a via Fas/FasL
¢ necessaria para remodelamento tecidual na PCM. De fato, a ligacdo Fas/FasL ¢ fundamental
para mecanismo de reparo tecidual em modelo experimental de fibrose pulmonar (HAGIMOTO

et al, 1997; MATUTE-BELLO et al, 2001). Em humanos, infec¢ao por P. brasiliensis provoca



sequelas fibroticas. Na PCM experimental murina, porém, nem sempre ocorrem sequelas
fibroticas (RESTREPO et al, 1992).

Quando verificamos a DTH encontramos menor valor em lpr aos 30 dias, comparativamente
aos animais WT (figura 20). Nesse periodo, a contagem de UFC foi maior em lpr, mostrando
que linfécitos de camundongos Ipr exibem falha na resposta aos antigenos de P. brasiliensis que
possivelmente compromete a resposta celular.

Os neutrofilos (N@) sdo os primeiros leucocitos a chegar ao sitio inflamatorio e exercem
fungistase nas primeiras semanas da PCM. Foi demonstrado que N@ de animais MRL/lpr
apresentavam menor migragdo apds injec¢ao intraperitoneal de tioglicolato, comparativamente
aos animais normais (GRESHAM et al, 1991). Além disso, FasL provoca inflamagao
neutrofilica, o que sugere papel importante de Fas no recrutamento de N@ (SEINO et al, 1998;
OTONELLO et al, 1999; WAKU et al, 2000). A liga¢dao de FasL soluvel (sFasL) ou FasL nao
induzem apoptose de NO, devido ao aumento da produgdo de glutationa e diminui¢do da
expressdo de proteinas pro-apoptdticas e pro-caspases 3 ¢ 8 (WATSON et al, 1997,
LE'NEGRATE et al, 2003; HU et al, 2004). Procuramos conhecer melhor a composi¢do do
infiltrado inflamatorio de animais lpr durante a PCM. Para tanto, fizemos analise por citometria
de fluxo. Optamos por estudar o infiltrado inflamatorio dos pulmdes de animais infectados por
P. brasiliensis em um periodo de até 30 dias, quando ha ainda presenga de N@ ¢ formagao de
granulomas compactos em animais lpr ¢ WT. Como mostramos na figura 21B, ndo houve
diferenga percentual de neutréfilos (N@), ao contrario do que esperavamos. Contudo, o numero
absoluto de leucdécitos encontrados nos pulmdes de animais lpr foi sempre maior. Verificamos
também que os percentuais de células CD3'CD4" e CD3"CD8" permaneceram iguais em ambos

grupos. Encontramos diferenca significativa na populagio de células CD19" (linfocitos B), que



estdo diminuidas proporcionalmente em animais lpr apds infeccao (figura 21D). Esse resultado
nos instigou a novas investigacdes, que relataremos mais adiante. A demora na eliminag¢dao do
fungo ndo pdde, portanto, ser atribuida a uma diferente composi¢ao do infiltrado inflamatério,
ao menos no que diz respeito a presenca de linfocitos T e NO.

Alguns trabalhos mostram que N@ de animais lpr tém, além de menor migracao a estimulos
inflamatorios, diminuicdo das fungdes oxidativas e digestivas. Em regra, apos inoculagdo de
tioglicolato, a maior parte do leucocitos € composta por NO nas primeiras horas da estimulagao.
Injetamos tioglicolato de sédio na cavidade peritoneal e observamos, apds duas horas, resultado
diferente daquele descrito em outros trabalhos: houve migragdo semelhante entre leucocitos de
animais lpr e WT (figura 25A). Essa diferenca pode ser devido a linhagem genética dos animais
estudados. Encontramos, porém, diferenca consideravel quando analisamos a aderéncia dos
leucdcitos (figura 25B). Os leucécitos (provavelmente N@) de animais Ipr aderiram menos ao
endotélio. Contudo, ndo podemos afirmar categoricamente que N@ apresentem esse padrao de
migragdo e aderéncia durante a PCM, que envolve mecanismos mais complexos de regulagao.
Em nosso modelo, a migragdo de NO@ obviamente ndo pode ser dirigida via Fas. Investigamos
entdo se aumento de quimiocinas seria responsavel pela migracdo das células aos pulmoes.
Conforme mostrado na figura 26, houve realmente elevagdo nos pulmdes de animais infectados
pelo P. brasiliensis aumento das quimiocinas KC e MIP-1a, importantes para recrutamento de
NQ@.

A producdo de mieloperoxidase (MPO) por NO de animais lpr ¢ diminuida em relagdo a
animais WT (GRESHAM et sl, 1991). Nossos resultados, contudo, mostraram que animais lpr
infectados por P. brasiliensis apresentam a mesma acumulagdo de MPO por N@ que animais

WT (figura 27).



A principal citocina protetora na PCM ¢ o IFN-y, responsavel pelo incremento da producao
de 6xido nitrico por macréfagos. Ha relatos de que camundongos Ipr produzem mais IFN-y que
seu correspondente selvagem, C3H (DAVIDSON et al, 1991). Quando dosamos IFN-y nos
pulmdes de animais infectados ndo encontramos diferenca importante entre os grupos de
animais (figura 28A). Ao analisarmos a producdo de IL-10, (figura 28B) encontramos valores
muito elevados em animais lpr, em um periodo em que a contagem de UFC foi maior nesses
animais. IL-10 ¢ um potente agente regulatoério, e poderia dessa forma interferir na acdo
protetora proporcionada por IFN-y. Encontramos significativamente maiores de NO em animais
Ipr aos 30 dias de infecgdo (figura 29). Contudo, o aumento de IL-10 no mesmo periodo pode
contrapor-se ao efeito protetor de NO, determinando maior contagem de UFC. Nossos
resultados estio em acordo com aqueles de CONCEICAO-SILVA et al (1998), que mostraram

em linfonodos de animais lpr infectados por L. major uma produg¢ao semelhante de NO e IFN-

Inducdo de apoptose ¢ um mecanismo de evasdo utilizado por diversos patogenos. P.
brasiliensis induziu apoptose de células epiteliais in vitro (MENDES-GIANNINI et al, 2004).
Mondcitos de pacientes com PCM expressavam mais Fas e FasL e marcavam-se por Anexina V,
caracteristica comum as células apoptoticas (CAMPANELLI et al, 2003). Assim procuramos
identificar experimentalmente se P. brasiliensis induz apoptose de leucécitos. Os linfocitos sdo
células mais sensiveis a morte celular por ativagdo (DAVIDSON et al, 2002) e coordenam a
regulagdo da resposta granulomatosa. Conforme demonstrado na figura 30, verificamos que
infeccdo por P. brasiliensis induziu apoptose de linfocitos. Contudo, aumento expressivo de
apoptose ocorreu somente na primeira semana de infec¢do, provavelmente pelo excesso de

antigenos disponiveis no inicio da infec¢do. Com o progresso da infeccdo e formacdo de



granulomas, ha menor disponibilidade de antigenos fingicos, pois macréfagos encarceram os
fungos no centro da lesdo. Nesse momento a maior parte dos linfocitos encontra-se na area
externa do granuloma. Obtivemos um resultado inesperado apds nossas analises: observamos
maior apoptose em animais lpr, o que evidencia que P. brasiliensis pode induzir apoptose ndo
s0 pela via Fas/FasL, mas também por outros mecanismos.

Analisamos entdo a expressao de Fas/FasL (figura 31) em linfocitos, para estimarmos em
que nivel a apoptose seria induzida por essa via. Durante o curso da infec¢do ndo encontramos
aumento de Fas significativo, mas o aumento de FasL foi evidente, tanto em linfocitos CD4"
como em CDS8’, de animais WT e lpr. Em animais WT, o aumento de expressio de FasL
traduziu-se em maior apoptose, mesmo que a expressao de Fas ndo tenha aumentado, pois FasL
¢ um trimero, necessitando de pequeno aumento para inducdo de apoptose. No entanto, nos
animais lpr, apoptose ndo pode ser atribuida somente a via Fas/FasL, visto que a expressao de
Fas nos linfécitos desses animais € cerca de 10x menor que o normal (Chu et al, 1993). Isso nos
permite sugerir que P. brasiliensis induz apoptose de linfocito por diferentes vias.

Na PCM os anticorpos sdo associados com susceptibilidade (ARANGO et al, 1982; CANO
et al, 1995; BISELLI et al, 2001). Realmente, individuos com PCM ativa apresentam altos
indices de anticorpos em uma resposta policlonal, o mesmo ocorrendo em modelos
experimentais. Entretanto, cabe lembrar que anticorpos podem ser protetores também
(BIAGIONI et al, 1987; CANO et al, 1995). O excesso de anticorpos na PCM ¢ que pode
aumentar susceptibilidade, promovendo formag¢do de imunocomplexos. Encontramos em
animais WT e lpr aumento substancial de imunoglobulinas totais especificas a exoantigeno de
P. brasiliensis somente 60 dias de infec¢do (figura 32). Porém a produgdo foi semelhante entre

animais WT e lpr. Mostramos que houve menor percentual de linfocitos B em granulomas de



camundongos lpr (figura 21). Porém, devido a producdo semelhante de imunoglobulinas entre
camundongos Ipr ¢ WT em reposta ao P. brasiliensis, ndo podemos atribuir a essa redugdo de
linfocitos B a maior susceptibilidade de animais Ipr a PCM.

Os linfécitos B sdo responsaveis, além da produgdo de anticorpos, pela apresentacdo de
antigenos e producdo de citocinas. Procuramos entdo investigar se, em nosso modelo
experimental, auséncia de linfocitos B e portanto também de anticorpos haveria prote¢do contra
P. brasiliensis. Infectamos animais deficientes de linfocitos B (BKO) de linhagem C57BL/6,
Conforme mostrado na figura 33, animais BKO foram mais susceptiveis ao P. brasiliensis que
animais WT. A contagem de UFC deixou evidente a maior susceptibilidade de animais BKO
(figura 34). Na analise histopatoldgica de animais BKO infectados (figuras 35 e 36)
encontramos uma intensa inflamagao, mas desorganizada e com muitas areas de edema. Alguns
estudos tém relacionado aos linfécitos B direcionamento de resposta tipo Th2 (FERREIRA et al,
2003). Verificamos em dosagens nos pulmdes que animais BKO apresentam aumento de IFN-y
ao dois meses de infec¢do (figura 38A), periodo em que a contagem de UFC diminuiu em
relacdo ao més anterior. Semelhantemente, a producdo de TNF-o (figura 38B) também
aumentou em periodos mais tardios da doencga, quando a contagem de UFC diminuiu. Se esses
resultados fossem olhados isoladamente, induziriam a idéia de que a ausé€ncia de linfocitos B ¢
benéfica. Devemos, porém, perceber que a produg¢do de IFN-y e TNF-a ¢ semelhante entre
camundongos BKO e WT até 30 dias de infeccdo. O aumento de IFN-y e TNF-a seria na
verdade um mecanismo de compensagdo utilizado por animais BKO para contengdo da
infec¢do. Quando quantificamos IL-10 encontramos valores mais elevados em animais BKO.
Nosso resultado estd em concordancia com o descrito por ALMEIDA et al (1998), onde

linfocitos B de animais susceptiveis estimulam linfocitos T produtores de altos niveis de IL-10.



A principal citocina Th2 envolvida na PCM ¢ IL-4 (PINA et al, 2004). Nao encontramos, no
entanto, diferenca significativa na produ¢ao de IL-4 entre animais WT ¢ BKO.

O tratamento de infecgdes sistémicas causadas por fungos pelo emprego de anticorpos tem
sido empregado, com resultados diversos, de protetores a nao protetores. (PEARSALL et al,
1978; MATTHEWS & BURNIE, 1992; HAN et al, 2000). Ha , entretanto, poucos estudos
sobre o uso de anticorpos no tratamento da PCM, até porque nessa micose anticorpos sao
associados com susceptibilidade. Foi demonstrado, porém, que anticorpos anti-gp70 de P.
brasiliensis foram capazes de impedir o estabelecimento da doenga (de MATOS GROSSO et al,
2003).

Em nossos experimentos, quando administramos soro imune (obtido conforme descrito em
materiais e métodos) intraperitonealmente em animais BKO obtivemos resultados interessantes.
Nos animais que receberam soro de BKO nao houve nenhuma evolugdo do estado inflamatorio,
que permaneceu desorganizado e edemaciado (figura 40). Houve diminui¢do do infiltrado
inflamatorio e presenca de granulomas organizados nos animais que receberam soro imune.
Contudo, animais que receberam soro nao imune também apresentaram inflamacdo mais
organizada. Nossa primeira conclusdo ¢ que a prote¢do provavelmente foi devida a anticorpos,
pois os outros fatores séricos que poderiam interferir na resposta (complemento, citocinas, etc)
estavam presentes nos trés “pools” de soros utilizados. Em relagcdo a resposta com soro nio
imune, cremos que pode dever-se a presenca de anticorpos anti-glucanas, de ocorréncia comum
em diversos animais. Glucanas sdo polissacarideos constituintes da parede celular de fungos,
patogénicos ou ndo. Nossos animais foram mantidos em salas climatizadas e limpas
diariamente, mas ndo ¢ improvavel que em algum momento tenham entrado em contato com

fungos ambientais.



Em relacao ao estabelecimento do tratamento mais eficaz, verificamos que a transferéncia de
soro deve ser mantida por tempo prolongado. Animais que receberam 3 inoculagdes de soro e
foram sacrificados aos 30 dias de infec¢do ndo apresentaram melhora no infiltrado, ao passo que
aqueles que receberam 4 inoculagdes (sendo a ultima apenas 5 dias antes do sacrificio)
apresentaram melhora consistente, significando que o soro deve ser administrado
continuamente. No tratamento prolongado com soro ndo imune a contribui¢do para formagao
de infiltrado organizado ocorreu também, porém ndo de maneira eficiente com soro imune. O
que poderia explicar essa diferenga é o fato de que aos 30 dias de infecgdo, com a multiplicagdo
das leveduras, é necessaria a presenga maior de anticorpos especificos contra P. brasiliensis,
presentes apenas no soro imune. No entanto, s6 poderemos certificar nossas suspeitas com uso
de anticorpos purificados, que afastariam qualquer duvida.

Como descrevemos anteriormente, hd formagdo de grandes areas de edema nos pulmdes de
animais BKO infectados por P. brasiliensis. Em nosso trabalho observamos que administra¢do
de anticorpos, além de promover organizacdo da inflamagdo, diminuiu a formagdo de edema
pulmonar. Situagdo semelhante foi mostrada apds instilagdo de anticorpos especificos nos
pulmdes de camundongos infectados por P. aeruginosa (FAURE et al, 2003). Nesse estudo, a
administracdo de imunoglobulinas, além de proteger os animais, diminuindo a carga bacteriana
e 0 edema pulmonar. Resultado semelhante foi demonstrado em modelo experimental com ratos
(ERNST et al, 1999). Provavelmente a imunizagdo passiva, nos trabalhos citados e também em
nosso estudo, reduza a incidéncia de dano vascular no parénquima pulmonar, impedindo
extravasamento de liquidos e proteinas. Contudo, nossos resultados nos permitem apenas

presumir, visto ndo havermos empregado imuniza¢do com anticorpos purificados.



O primeiro dos objetivos deste trabalho foi de estabelecermos se a IL-18,
predominantemente de agdo Thl, exerceria atividade importante na PCM. Descobrimos que nao
houve diferenca substancial em quase todos os parametros analisados. No decorrer desse
trabalho trocamos informagdes com outros pesquisadores que também utilizaram camundongos
IL-18KO em seus modelos experimentais e, quase em unanimidade, houve concordancia de que
esses animais, de background BALB/c, nao apresentam maior susceptibilidade a infec¢des que
0s animais normais. Bem ao contrario, mostramos aqui que, se a auséncia de IL-18 influi no
mecanismo de defesa, o faz positivamente, visto que animais IL-18KO tém maior percentual de
sobrevivéncia e apresentam niveis mais baixos de IL-10 que os normais. O emprego de
citocinas como adjuvantes terapéuticos vem sendo sugerido para tratamento de infecg¢des
fingicas. Nossos resultados mostraram que, a0 menos experimentalmente, tratamento com IL-
18 ndo seria de valia para PCM. Também demonstramos que a via Fas/FasL funcional ¢é
importante para rapida eliminacdo do P. brasiliensis. Além disso, utilizando o0 mesmo modelo
experimental com camundongos Ipr demonstramos que P. brasliensis induz apoptose de
linfocitos pulmonares in vivo (mas ndo exclusivamente pela via Fas/FasL), que pode ser
responsavel pela demora na eliminagdo do fungo. Paralelamente demonstramos, in vivo, que
linfocitos B sdo fundamentais na protegdo contra P. brasiliensis. Além disso, mostramos que
fatores séricos, provavelmente anticorpos, auxiliam na organizagdo da inflamagdo

granulomatosa e diminui¢do de edema pulmonar.



CONCLUSOES

1)
2)
3)

4)
S)
6)

IL-18 ndo ¢ essencial na resisténcia ao P. brasiliensis

IL-18 ndo induz aumento de expressdo de Fas/FasL em linfocitos T

A diminui¢ao de sinalizagdo da via Fas/FasL afeta a eliminagdo de fungos nos o6rgaos de
animais lpr apos infecgdo sistémica por P. brasiliensis

Hé inducao de apoptose de linfocitos pulmonares nos estagios precoces da PCM

A auséncia de linfocitos B aumenta a susceptibilidade ao P. brasiliensisna PCM murina
Anticorpos sao importantes para a formacao de granulomas compactos na PCM. A
transferéncia de soro imune para animais deficientes de linfocitos B infectados por P.

brasiliensisrestabeleceu a resisténcia ao fungo.



RESUMO

Na Paracoccidioidomicose (PCM) a geracao de resposta do tipo Thl no sitio de infec¢do gera
um ambiente ideal para atragdo de células inflamatorias e formagdo de granulomas, fator crucial
para protec@o. A citocina de maior relevancia na protecdo contra Paracoccidioides brasiliensis é
o INF-y, responsavel pelo aumento da producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos. Durante a
PCM a producao de INF-y depende da estimulag@o de leucdcitos principalmente por IL-12. A
IL-18 ¢ uma citocina estruturalmente semelhante a IL-12, também indutora de INF-y e TNF-a
em doengas infecciosas e responsavel também por induzir expressdo de FasL em leucécitos. A
ligacdo de FasL ao receptor Fas encontrado em diversos tipos celulares pode conduzir a
apoptose ou ativa¢do de vias inflamatdrias. Nossos estudos demonstraram que IL-18 ndo ¢
essencial para protecdo na PCM sistémica. Animais selvagens, inclusive, apresentam niveis de
citocinas Thl e Th2 similares aqueles encontrados em animais deficientes de IL-18, mas
quantidades mais elevadas de IL-10. A expressao de Fas/FasL em linfocitos pulmonares
aumentou durante a PCM , mas de maneira semelhante entre animais deficientes de IL-18 e
animais selvagens. Desse modo, concluimos que IL-18 ¢ dispenséavel na inducdo de Fas/FasL.
Parte da hiporresponsividade de mondcitos humanos ao P. brasiliensis deve-se a apoptose
resultante da elevagdo de Fas e FasL em reposta a antigenos do fungo. Em nosso trabalho
utilizamos animais lpr infectados por P. brasiliensis ou ndo infectados e ndo encontramos
evidéncias de autoimunidade que pudessem interferir nos resultados. Assim, validamos nosso
modelo experimental. Seria predizivel, contudo, que animais Ipr infectados por P. brasiliensis
apresentariam carga fungica menor que animais normais no mesmo periodo de infec¢do, devido
a uma provavel diminui¢ao de apoptose de leucdcitos e maior resposta imune. Verificamos, ao
contrario, que animais Ipr demandam mais tempo para cura da PCM. Analisamos a composi¢ao
do infiltrado inflamatdrio por citometria de fluxo e observamos uma similaridade ente Ipr e WT,
embora o numero absoluto de células nos pulmoes de animais Ipr tenha sido maior. Avaliamos a
migracao de leucocitos em reposta a estimulo por tioglicolato e verificamos uma igual migragao
entre Ipr e WT. Porém, leucocitos de animais lpr apresentem menos aderéncia ao endotélio.
Houve maior producdo das quimiocinas KC e MIP-1a em pulmdes de animais Ipr infectados,

mas isso ndo se traduziu em aumento proporcional de neutrofilos em relagdo aos camundongos



WT. Verificamos a atividade oxidativa de neutréfilos pulmonares pela atividade da
mieloperoxidase, que foi semelhante em ambos animais. Em nossas investigagdes encontramos
niveis similares de 6xido nitrico no soro de animais Ipr e WT, achado compativel com a
quantidade similar de IFN-y produzida nos pulmdes de animais infectados por P. brasiliensis.
Inesperadamente, encontramos maior numero de células pulmonares apoptoticas em animais lpr
infectados por P. brasiliensis, a despeito da menor expressdo de Fas nessas células, significando
que durante PCM a apoptose ocorre por diferentes vias. Ha uma elevagao significativa de FasL
em linfocitos pulmonares CD8" de animais Ipr nas primeiras semanas de PCM, mas essa
elevacao provavelmente ndo ¢ responsavel pelo aumento de apoptose, devido a baixa expressao
de Fas. Talvez mecanismos independentes de Fas/FasL induziram apoptose desses linfocitos,
fato que poderia ter contribuido para aumento de susceptibilidade em animais Ipr. Encontramos
diminuicdo de linfoécitos B em animais lpr durante PCM. Paralelamente descobrimos que
animais deficientes de linfocitos B sdo mais susceptiveis ao P. brasiliensis. No entanto, nossos
resultados nos permitem inferir que a maior susceptibilidade de lpr deva-se em parte a redugao
linfocitos B. A transferéncia de soro imune para animais deficientes de células B, porém,
protegeu parcialmente contra P. brasiliensis, o que nos permite sugerir que tanto a presenca de
células B quanto de anticorpos ¢ fundamental na defesa contra o P. brasiliensis. Em suma,
nossos resultados nos permitem afirmar que na PCM sistémica murina IL-18 ndo ¢ essencial,
suscitando cautela na utilizagdo de IL-18 como adjuvante terapéutico. A via de sinalizacao
Fas/FasL participa na resisténcia contra o fungo na PCM murina, pois animais demandam mais
tempo para debelar a infeccdo. E aceito que a resposta policlonal em pacientes e em modelos
experimentais favorece susceptibilidade na PCM. Contudo, a idéia de que anticorpos e células B
sdo dispensaveis na resisténcia ao P. brasiliensis sdo incorretas. A resposta ao P. brasiliensis
envolve mecanismos imunoldgicos complexos, através da ativagdo de diversas vias
inflamatorias, envolvendo resposta imune inata, adaptativa e humoral. Esse trabalho vem

contribuir para um melhor entendimento da resposta imune contra P. brasiliensis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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