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RESUMO

BERNARDINO, S. Caracterizacdo dos mecanismos imunolégicos asso@madcom 0s
efeitos protetores e deletérios do éxido nitrico ngaracoccidioidomicose pulmonar
2009. 193 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - tosti de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémite evolucdo aguda,
subaguda ou crdnica causada pelo fungo dimofiamacoccidioides brasiliensigPb). O
propésito deste trabalho foi investigar o efeitada@o nitrico (NO) nas fases aguda e crbnica
da PCM pulmonar desenvolvida por camundongos daadiem C57BL/6 deficientes da
enzima oxido nitrico sintase-induzida (C57BL/6 IN®S) e seu grupo controle C57BL/6.
Caracterizamos 0s principais parametros imunol&gida doenca desenvolvida pelos
camundongos iINOS-deficientes e normais além detesizar o efeito da deplecdo do TNF-

e de linfécitos TCD8 na imunidade desenvolvida por ambas as linhaggmsamundongos
foram infectados com 1 milhdo de leveduras viawdis Pb pela via intratraqueal e
sacrificados nas 2, 6, 8 e 10 semanas pos-infeblgitase aguda da doenca observamos que
os animais NO-deficientes apresentaram doenca ngmaoe com menor numero de UFC
pulmonar, intenso infiltrado inflamatério de linftas TCD4 e TCDS ativados
(TCD4'CD69', TCD4'CD25', TCD8'CD69') e macrofagos ativados expressando moléculas
CD40, CD80, CD86, fanos pulm&es, acompanhados de niveis elevados Hex TNImonar

que parecem controlar o crescimento fungico e dlisggao do mesmo para 6rgdos mais
distantes. Uma vez neutralizada essa citocinammagaumento discreto da carga fungica nos
pulmdes, uma polarizacdo de citocinas para o penfll e ainda intenso afluxo inflamatério
pulmonar. Verificamos ainda que a presenca deditf® TCD8 nos pulmdes contribuia com

0 controle da carga fungica, ja que a deplecdcedds¥dcitos levou a doenca mais grave e
expressiva reducdo de migracdo de células T e fagopara os pulmdes dos animais iINOS
KO. O estudo da atividade fungicida de macrofagesotares no curso da doenca mostrou
qgue as células de animais iINOS deficientes aprsamt atividade fungicida ineficiente
frente ao Pb além de ndo serem ativaveis porylFAlém disso, a deficiéncia de NO resultou
em aumento significativo de peréxido de hidrogémioduzido por macrofagos alveolares.
Na fase cronica do nosso modelo, observamos qudamoenca contrario aquele da fase
aguda. Nos animais KO pudemos observar aumentarda fingica pulmonar, acompanhada

de menor ativagdo celular de linfécitos TC4de macrofagos. Neste momento notamos um



aumento da frequéncia de células T reguladorasfedétipo CD4CD25Foxp3, que
parecem controlar a ativacdo exacerbada do sisiemae durante a persisténcia do
patogeno. Apesar de maior carga fangica nos pulma®etesdes pulmonares mostraram-se
organizadas em granulomas bem formados e coales¢ce&oim intenso infiltrado celular que
foi importante para conter o fungo no sitio prirn&a infeccdo. Este fato foi associado a acao
do TNFw, j& que a sua neutralizagdo resultou em desowrggivzdas lesdes pulmonares e
morte precoce dos animais KO. Além disso, essaalatgdo ocasionou uma inflamacéo
intensa nos pulmdes dos animais tratados, queeestgesociada a menor sobrevida dos
camundongos. Em conclusdo, através de um unico lmedperimental pudemos verificar
que o oxido nitrico apresenta papeis distintos esed diversas da infeccdo pédPo

brasiliensis.

Palavras-chaveParacoccidioides brasiliensi®xido nitrico. Oxido nitrico sintase-induzida.
TNF-o. Linfécitos. Macréfagos.



ABSTRACT

BERNARDINO, S.Characterization of immunological mechanisms assoaied with the
deleterious and protective effects of nitric oxiden pulmonary paracoccidioidomycosis.
2009. 193 p. Thesis (Doctor in Immunology) - Indtit de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2009.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycogih an acute or chronic
evolution caused by the dimorphic fundearacoccidioides brasiliensig’b). The aim of this
work was to investigate the role of nitric oxideGNin the acute and chronic phases of
pulmonary PCM developed by inducible nitric oxideidient mice (C57BL/6 INOS KO) and
their normal counterparts (C57BL/6). We characegtithe main immunological parameters
developed by deficient and WT mice and studiedrifieence of TNFe. and CD8+ T cells in
the immunity developed by both mouse strains. Theewere infected by the intratracheal
route with 1 million viable yeasts of Pb and saced 2, 6, 8 and 10 weeks post infection. In
the acute phase we observed a less severe disedd®-deficient mice which develop
decreased pulmonary CFU counts, high inflammatfijtriate of activated CD4and CDST
lymphocytes (CDACD69'T, CD4CD25T, CD8CD69'T) and activated macrophages
expressing CD40, CD80, CD86 and® lmolecules, together with increased levels of
pulmonary TNFe that seem to control the fungal growth and itselsination to others
organs. The depletion of TNé-resulted in moderate increased pulmonary CFU souarnKO
mice, a Th2 polarization of cytokines and intens@tration of inflammatory cells to the
lungs. In addition, the depletion of CD8 T cellsuked in more severe infection and
decreased migration of T lymphocytes and macroghtmgthe lungs of INOS KO but not WT
mice. The fungicidal activity of alveolar macropkagobtained at the"2and 18" week
postinfection showed that iINOS-deficient macroplsageesented inefficient fungal killing
and were not activated by IFN-Moreover, alveolar macrophages from NO-deficiemte
produced increased levels of hydrogen peroxidedi&uperformed at the chronic phase of
infection demonstrated an opposite behavior of disease. The INOS KO mice showed
higher pulmonary fungal loads, with decreased attiy CDAT cells and less activated
macrophages than WT mice. At this moment the frequef regulatory CD4CD25 Foxp3'

T cells was higher in the lungs of deficient micel @eems to control the exacerbated imune
response due to the increased presence of theeRpit® the higher fungal loads in the lungs

of KO mice, the pulmonary histophatology showed @erorganized inflammatory reaction



composed by well-organized granulomas surroundogyegated yeast cells at the site of
infection. This fact was associated with the TiERetivity since its neutralization resulted in

non-organized pulmonary lesions and acute mortalitKO mice. In addition, a massive

inflammatory reaction was observed in the lung3NF-a-depleted mice and was associated
with the higher mortality rates detected. In cosimn, in a single model of infection we could

verify that nitric oxide exerts a dual role in @ifént phases &. brasiliensignfection.

Key words:Paracoccidioides brasiliensiditric oxide. Inducible nitric oxide synthase. FN
a. Lymphocytes. Macrophages.
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1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémie evolucdo aguda,
subaguda ou cronica causada pelo fungo dimérfiParacoccidioides brasiliensi@Pb). Foi
Adolfo Lutz em 1908 que inicialmente descreveu sgeatos clinicos, histopatologicos e
microbiolégicos da doenca, reconhecendo, portamtatareza fangica do agente (FRANCO
et al., 1987). A PCM é uma micose profunda amplaenencontrada na América Latina e
Central (México). Nao s6 a incidéncia € variavdtens paises, mas também entre distintas
regides no mesmo pais. Como exemplo, observa-s&amwo contraste entre a incidéncia
rara nas regides aridas e semiaridas do Nordesirakil, ou ainda incomum nas regides
superumidas da Amazodnigersusa alta incidéncia das regides Centro e Sudestpaio
(RESTREPO et al., 1985). Ha evidéncias, portargazahdi¢cdes ecologicas que favorecem a
sobrevida doP. brasiliensisna natureza em regides endémicas. Essas condiedem:
temperatura média entre 17 °C — 24 °C, invern@sivamente curtos e ndo muito rigorosos,
pluviosidade entre 500-2500 mm/ano, altitude entnével do mar e os 1500 m, solos férteis
e com cobertura vegetal (RESTREPO, 1994).

O P. brasiliensisé um fungo com caracteristicas de dimorfismo t&omigue cresce
como micélio a temperatura de Z5e como célula leveduriforme no tecidmeitro a 37°C
(RESTREPO et al., 1985). Segundo San Blas et @B0)1la temperatura parece ser o Unico
fator que interfere no dimorfismo @ brasiliensise este processo é reversivel.

O contagio parece ocorrer pela inalacdo de propag(donidios) infectantes que,
atingindo os pulmdes podem se desenvolver em leasdel a partir do foco primario da
infeccdo disseminar-se por via linfo-hematogéni@aapdiferentes 6rgdos ou sistemas
(RESTREPO et al., 1985). O desenvolvimento da PEpedde da interacédo entre o fungo e
o hospedeiro, sendo a adesao as ceélulas e a sigpddimucosas do hospedeiro importantes
no estabelecimento da infecgdo. Desta forma, o d¥e penetrar ativamente a superficie
mucocutanea e parasitar as células epiteliaispasda assim das defesas do hospedeiro e
atingir os tecidos mais profundos por via linfo-faogénica (BRITO et al., 1973).

A maioria dos individuos infectados desenvolve urnrdeccdo pulmonar
assintomatica, sao, porém, paracoccidioidina posite ndo apresentam sinais clinicos da
doenca. Correspondem aqueles que se infectaraemwdgeram o complexo primario, mas
nao progrediram para a doenca (ANGULO-ORTEGA, 19R&centemente, Mamoni et al.

(2006) mostraram que esses individuos assintonsatiobectados pelo Pb e quem nao



desenvolviam a doenga, apresentavam uma respostaoligica do perfil Thl com
predominio de linfocitos TCD8citotoxicos os quais eram fonte de IFNe aumento de
linfocitos TCD4 auxiliares que produziam altos niveis de IL-2 eFld\ além de maior
expressdo das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 em linddcdo sangue periférico as quais
estdo correlacionadas com a maior producdo deylFhorém, decorrente da progressao do
complexo primério, da reativacdo do foco quiescérgnfeccdo enddgena) ou, ainda, de
reinfeccdo exdgena é que se desenvolvem manifestatiicas da doenca.

As manifestacdes clinicas sao classificadas commmd&dAguda ou Juvenil (FJ) e
Forma Cronica ou Adulta (FA) da PCM (FRANCO et 4889). A FJ acomete mais criangas
e jovens com idade inferior aos 30 anos, de ambggxos, desenvolve-se em semanas ou em
poucos meses ap0s a exposicdo ao fungo. Ocorre nprometimento do sistema
mononuclear fagocitico, apresenta altos titulosad8corpos, aumento de linfonodos e
hepatoesplenomegalia (BENARD et al., 1994). NaocxAouns evidéncias radioldgicas de
comprometimento pulmonar, assim como envolvimeramdicosa oral. Do ponto de vista
imunologico, a FJ apresenta predominancia de oiscanti-inflamatoérias, 1L-10 e TGF-
nos linfonodos desses pacientes (NEWORAL et alQ3R0altos niveis de anticorpos
especificos 1gG4 e de IgE, eosinofilia e respostainie celular especifica suprimida
(BENARD et al., 1997; MAMONI et al., 2002).

A FA, por outro lado, é mais frequente, correspoadaproximadamente 90% dos
casos, acomete principalmente individuos do sexscatiao, geralmente lavradores rurais
gue apresentam maior contado com o fungo no soltamossivel area endémica. Ainda, a
FA apresenta longa duracédo; a instalacdo é legtadual, resultando da reativacao fangica
de focos quiescentes 0s quais podem persistir guadas (FRANCO et al., 1989). Entre os
fatores desencadeantes da doenca, tem sido cdaoslismo, a desnutricdo e, em inUmeros
casos, o tabagismo (MURRAY et al., 1974; LEMLE letE983).

Ainda nesta forma clinica ocorre o comprometimgntlmonar, que € praticamente a
regra de manisfestacao clinica, com lesdes gramttmas, além de lesbes em mucosas orais
e linfonodos cervicais (MAGALHAES et al., 1994). Assdes na cavidade oral sdo uma
manifestacdo importante, pois permitem um diagodstilinico precoce (ALMEIDA e
JUNIOR, 2003). Pode ocorrer disseminacdo parardsnibdos abdominais, figado, baco,
glandulas adrenais, pele, ossos e cérebro (RESTRE®W; FAICAL, 1996). Esta bem
estabelecida que a maioria dos pacientes com gardamdomicose que desenvolvem lesdes
na mucosa oral refere-se a individuos masculinesiggenvolvem a forma crénica da doenca
(BLOTTA, 1999). O estudo de Villalba (1998) mostrgue em 64 casos de pacientes com



PCM, 93% sao homens, com idade média de 43 angsaparcdo entre homens e mulheres
era de 15:1. Deste modo, a suspeita de que fatoresonais femininos poderiam conferir
protecdo contra o desenvolvimento da PCM foi apoipdla observacdo de estudos que
mostraram que o hormdnio PBrestradiol inibia a conversdo de fase de conidiectante
para levedura patogénica (ARISTIZABAL et al., 1998) mecanismo pelo qual o B7-
estradiol atua nd. brasiliensisseria 0 bloqueio da sintese de proteinas que Eessam
durante a transformacdo da fase de micélio paradiga. Portanto, através desses
mecanismos, o0 estrégeno pode interferir na patogkaie doP. brasiliensis(LOOSE et al.,
1983). Além disso, estudos recentes demostrarano igd estradiol pode induzin vitro a
producdo de oxido nitrico (NO) e aumento da exfiesta enzima Oxido nitrico sintase
induzida (INOS) em macrofagos peritoneais. (HONGH&), 2004).

Do ponto de vista imunoldgico, Baida et al. (1988nonstraram que a FA apresenta
niveis elevados de citocinas do padrao Thl (J-Blém de anticorpos especificos IgG2 e IgA
de mucosa, sugerindo certo controle da infeccameagh menos grave. As lesbes de mucosa
oral, tipicas nessa forma clinica sdo ricas déditds T CD4 que contem a quantidade de
fungos na lesdo (NEWORAL et al., 2003). H&, poréasos graves associados com ativacao
exacerbada da imunidade humoral, prevaléncia aeit#s do padrdo Th2 e imunidade
celular deprimida.

Assim, os individuos que apresentam maior consolee a producdo de anticorpos e
apresentam imunidade celular preservada, corresppaddoenca menos grave, enquanto que
a presenca de hipergamaglobulinemia, formacdo denencomplexos séricos, ativacao
policlonal de linfocitos B, relacionam-se aos quadie maior gravidade da PCM (ARANGO
e YARZABAL, 1982; SINGER-VERMES et al., 1993; CAN$D al., 1995).

Uma caracteristica que deve ser salientada emacelagP. brasiliensisé o seu
principal componente antigénico, a glicoproteinad8ekDa, a gp43, encontrada na parede
fungica, e que desencadeia forte resposta imuneotalintaracterizada pela presenca de
anticorpos no soro de 100% dos pacientes com PEMYRASSOS et al., 1995; TABORDA
et al., 1998; MENDES-GIANINNI et al., 1989; PUCCIét al., 1986). Estudos sobre a
importancia e funcdo da gp43 foram desenvolvidosRopi et al. (2002) que demonstraram
qgue esta glicoproteina diminuia a capacidade decfmge (via receptor de manose) de
macroéfagos peritoneais vitro, de animais A/Sn e B10.A, frente ao Pb, além egudicar a
atividade microbicida dos macrofagos com a dimi@oigla producdo de NO e®b. Em

recente trabalho, Konno et al. (2009) mostraramdpig principais peptideos, o P4 e o P23,



constituintes desta gp43, inibiam a atividade foidlgi de macréfagos murinas vitro e que
essa atividade fungicida era dependente de NO aedd0,, ja que houve reducdo dos
niveis de NO. Além dissan vivo, observou-se que a adicdo desses peptideos tes des
hipersensibilidade do tipo tardio, reduzia o inditto inflamatério no coxim plantar dos
animais. Deste modo, pode-se sugerir que a sideegp 43 funciona como um mecanismo
de evasao d@. brasiliensis frente o sistema imune do hospedemmporcionando assim a
instalacéo do patogeno.

Sabe-se que 0s mecanismos imunoldgicos do hospeditirenciam na manifestacao
e gravidade das infec¢des fungicas. Por exempdtivacdo do sistema imune € o principal
determinante do tipo de doenca que ira se desemvalgpois da exposicdo ao fungo
oportunistaAspergillus fumigatufMARR et al., 2002); ou se ira ocorrer a transigaddorma
comensal para a infeccdo goandida albicangFIDEL e SOBEL, 1994). Assim, nas doencas
infecciosas, 0s mecanismos de protecdo do hospeatpendem da combinagdo de multiplos
fatores incluindo tanto a imunidade inata quantadaptativa. Desta forma, nos estagios
iniciais da doenca os mecanismos de resisténciaahatjue correspondem as barreiras de
mucosas do trato gastrointestinal, génitourinarioegpiratorio, funcionam para conter a
disseminacgédo do fungo, porém nédo séo suficientesgpprotecdo completa contra a doenca.

A resposta imune inata contra os fungos, por saahaseia-se no reconhecimento de
estruturas moleculares conservadas encontradaslenelios grupos de microrganismos, 0s
PAMPS (‘pathogen-associated molecular patterhnJANEWAY e MEDZHITOV, 2002)
que sado reconhecidos pelos seus receptores, og“PRIern recognition receptor$; sendo
os TLR (‘toll like receptors’) um dos grupos mais importantes. Os TLRs compexand
varios componentes designados de TLR1 a TLR9, quenhecem diferentes estruturas
moleculares nos patdgenos, e estdo presentes maSramas celulares e endocelulares das
células da imunidade inata; ha ainda os receptirdgo lectinas-c como o0s receptores para
manose (MR), dectina 1 e 2 que reconhe@egiucanas e 0s receptores tipgcdvenger
também presentes em células da imunidade inatay oeutrofilos (PMN), macréfagos (Y
e células dendriticas (DC) possibilitando a fagmat dos patégenos (GORDON, 2002;
BROWN e GORDON, 2003; AKIRA et al., 2006). Os TLB&0 importantes em inGmeros
aspectos na eliminacdo de micro-organismos. Swacab leva a producdo de inumeras
moléculas de adesdo e estimuladoras, dentre elaguiasocinas que participam do
recrutamento de fagécitos para o foco da infecédivacdo de DCs, via TLRs, tornam estas
células imunogénicas e com habilidade de induztivacao de linfocitos T “helper” Thi,

Th2, ou Th17 responsaveis pela resposta imune adaptPor exemplo, os TLR4 de DCs



estimuladas com LPS produzem altos niveis de lleIPNFw, e baixos niveis de IL-10,
favorecendo a resposta do tipo Thl (REIS E SOUSR4P Netea et al. (2002) foram os
primeiros a descreverem a importancia dos TLRsewonhecimento de estruturas fangicas
no modelo deCandida albicansno qual animais deficientes geneticamente de TLR4
apresentavam maior suscetibilidade a candidiaser®mecrutamento de neutréfilos para o
foco da infecgdo, comparado ao grupo controle. IReogente, nosso laboratério mostrou o
papel destes receptores TLR na imunidade inatéefarP. brasiliensis Em revisdo recente
de Calich et al. (2008) foi relatado que camundendeficientes de TLR2 e TLR4 e
infectados pelo Pb, apresentavam menor carga faingidmonar, com diminuicdo da
producdo de NO e de IL-12, aumento de KNdiminuicdo do recrutamento de células
mononucleares para os pulmdes (macrofagos e lingTi CD4 ativados), paralelo aos niveis
diminuidos da quimiocina MCP-1; havia, porém, autmette neutrofilos para o foco da
infeccdo. O resultado oposto, entretanto, foi viston animais deficientes da proteina
adaptadora MyD88, responsavel pela ativacdo viaBNéfe todos os TLRs, (TAKEDA e
AKIRA, 2005). A infeccdo de camundongos MyD8gelo Pb resultou em doenca mais grave
com maior carga fangica, aumento da mortalidadaiveis diminuidos de citocinas
proinflamatérias e de 6xido nitrico (CALICH et a@008). Assim, estes estudos mostraram
gue a deficiéncia de MyD88 parece ser mais imptatdo que a deficiéncia de TLR2 e TLR4
na PCM murina e que B. brasiliensisparece utilizar destes TLRs como mecanismo de
viruléncia pois facilita o acesso do fungo aos miagos garantindo sua multiplicacdo no
hospedeiro.

Além da importancia dos receptores do tipo TLR,reseptores para C3b (CR3,
CD11b/CD18) que sao integrinas de membranas quenhliecem iC3b do sistema
complemento, além de receptorespaglucanas e outros componentes da parede celwar do
fungos que apresentam manose (BROWN e GORDON, R2068) importantes no
reconhecimento do patégeno. Nosso laboratério mogjue a interacdo d®. brasiliensis
com macroéfagos peritoneais de camundongos era galiegada pela opsonizacdo das
leveduras por iC3b (CALICH et al., 1979).

Além dos receptores responsaveis pelo reconheaimeat patbgenos durante a
resposta imune inata € importante lembrar que #&essgnde quimiocinas favorece o
recrutamento e direcionamento de fagécitos, al&sodia sintese de citocinas (IyN-IL-12,
produzidas por linfocitos T e células NK) aumentéorst’ oxidativo de neutréfilos, com a
producdo de radicais de oxigénio, bem como potkreia fagocitose de macréfagos. Os

PMN sdo amplamente encontrados em lesfes de peienin PCM (NEWORAL et al.,



2003) e participam das respostas inflamatériad® adrasiliensisatravés da liberacdo de
radicais de oxigénio e nitrogénio; granulos citepiaticos de peroxidase que séo liberados
durante a fagocitose e participam da morte de lewasdingeridas ou extracelulares
(MELONI-BRUNERI et al., 1996; GONZALEZ et al.,, 20p0Ja a imunidade adaptativa
caracteriza-se principalmente pela utilizacdo gengério heterogéneo de linfécitos T CDst
T CD8 que produzem citocinas, além de anticorpos querpddecionar como opsoninas.
Calich et al. (1985) desenvolveram um modelo decigdo intraperitoneal (i.p.) com o
P. brasiliensise demonstraram que entre varias linhagens isaggiie camundongo havia
diferencas significantes na suscetibilidade ao durfgpram caracterizadas como as mais
resistentes as linhagens A/Sn e A/J, enquanto gueas B10.A mostraram-se altamente
suscetiveis a infeccdo pelo fungo. Estudos deseidwosi em nosso laboratorio tém utilizado
um modelo de PCM pulmonar empregando as mesmasyknis de camundongos, utilizando,
porém, a via intratraqueal (i.t.) de infeccdo. Fiservado que camundongos A/Sn
desenvolvem PCM cronica, benigna, restrita aos @edincaracterizada por limitado niumero
de lesbes granulomatosas bem organizadas com peuedsiras viaveis. Animais B10.A, ao
contrario, desenvolvem doenca disseminada, prageessaracterizada pela presenca de
numerosas lesfes granulomatosas mal organizadsendommuitos fungos viaveis, além de
serem anérgicos nas reacdes de hipersensibilidatipaltardio (CALICH et al., 1994). Os
resultados obtidos sugeriram que a resisténcia B €tava associada a atividade de
linfécitos T, macréfagos e células B mediadas pdi-y (CANO et al., 1995). Estudas vivo
demonstraram ainda que o IfNem efeito protetor na PCM pulmonar. A deplecaoriey
por anticorpos monoclonais agravou a doenga, tantoanimais suscetiveis, como em
animais resistentes ao fungo desencadeando exdaenti@ccdo pulmonar, disseminacéo
para figado e baco, diminuicdo da resposta imuh#aceespecifica e aumento dos niveis de
anticorpos especificos (CANO et al., 1998). Sotital.e(2000) ao estudarem o papel do IFN-
y (com animais GKO, deficientes do gene funcionabd&N+vy) e do TNFea (através de
animais p55K0O, deficientes para 0 componente dekB& do receptor de TNE&) na
resisténcia a infeccdo ao Pb, demonstraram que sagitoxinas atuam no mecanismo de
resisténcia a doencga, e cuja presenca leva a &femgm menor carga fungica nos pulmdes,
formacao de granulomas bem organizados e maioewdaraos animais. Além disso, o IFN-
y induz a producdo de o6xido nitrico que determinargia de células T e diminui a

proliferacéo celular.



Estudos realizados com modelo i.p. e com 0 moddimgnar da PCM demonstraram
que a infeccdo pel®. brasiliensisleva a diferentes graus de ativacdo de macrofages,
dependem do padrdo genético da linhagem de camgodempregada (KASHINO et al.,
1985). Macroéfagos alveolares de camundongos regst@roduzem altos niveis de peroxido
de hidrogénio a partir do segundo més de infeceguanto que aqueles de animais
suscetiveis ndo o fazem (CANO et al., 1995).

Uma outra citocina que deve ser destacada € a,lprbBuzida por macréfagos, cuja
importancia é atribuida a estimulacdo de produgddFtl-y por linfécitos T e células NK
(CHAN et al., 1991). Arruda et al. (2002) mostrarabmmodelo i.t. da PCM murina que a
administracdo da IL-12 recombinante em animais ediya@is resultava em doenca menos
grave atribuida ao aumento de IFNdiminuicdo da disseminacéo fuangica para figabage,
além de maior recrutamento de células mononuclgemeso pulméo, induzindo, entretanto,
uma grande atividade inflamatdria local podendgsgjudicial ao hospedeiro.

Estudos recentes em nosso laboratorio mostrararefest®s opostos atribuidos a
citocina do tipo Th2, a IL-4, na PCM murina. A igdcdo de camundongos geneticamente
deficientes para o gene da IL-4, em relacdo aaowmaasilL-4 normais, demonstrou que a
auséncia de IL-4 resulta em menor carga fungicenguidr, presenca de niveis elevados de
IFN-y no pulm&o nas fases aguda e cronica da doengaag@o afluxo de células PMN e
maior producdo de NO por macrofagos alveolanesitro. Deste modo, estes resultados
mostram que a deficiéncia de IL-4 parece exercpelgarotetor na PCM pulmonar (PINA et
al., 2004). Arruda et al. (2004) mostraram que ddpado do padrédo genético do hospedeiro,
a citocina IL-4 pode ter papel protetor ou exacgobana PCM murina. A neutralizacéo da
citocina IL-4, com anticorpo anti-IL-4, em animasscetiveis B10.A levou ao aumento da
carga fungica pulmonar enquanto que em animais apesentavam suscetibilidade
intermediaria C57BL/6, a neutralizacéo de IL-4 cdimeou a um quadro de PCM menos grave
com menor carga fungica nos pulmdes, histologianpobr organizada em granulomas,
aumento dos niveis das citocinas TdRo pulméo e de IL-12 no figado, com redugéo dos
niveis pulmonares e hepaticos de IL-5 e aumentuda do isétipo IgG2a.

Em um modelo de infeccéio vitro por conidios deP. brasilienisem macréfagos
peritoneais murinos;zonzalez et al. (2000) demonstraram que o oxideai{NO) induzido
pela ativacdo de macrofagos por INarticipa da inibicdo da transformacao dos espemos
células leveduriformes e da estimulacdo da ati@dfashgicida. Estes resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos por Bocca et al. (1§88)demonstraram que o tratameinto



vivo com um inibidor de oOxido nitrico agrava a doenga ahmundongos (C57BL/6)
infectados peloP. brasiliensis.No curso da doenca, entretanto, o NO também induz
imunossupressao que se manifesta por diminuicdexpeessdo de antigenos la (MHC de
classe II) em macréfagos, prejudicando desta foemapresentacdo antigénica para 0sS
linfécitos T e consequente reducao da linfopradiédio (BOCCA et al., 1998, 1999).

Nesta mesma linha, nosso laboratério demonstrou rgaeréfagos de animais
resistentes produzem baixos niveis de NO e alto§Nfea, enquanto que macrofagos de
camundongos suscetiveis estimulados por leveduras @o fungo produzem niveis elevados
de NO e baixos de TN&-(NASCIMENTO et al., 2002). Seguindo este compodato de
macrofagos de animais resistentes e suscetive&)temente, verificamos que 0os macrofagos
alveolares de animais B10.A, além de secretaremisiglevados de NO, apresentam
atividade microbicida eficiente contra R. brasiliensis enquanto que os macrofagos de
animais A/J mostraram baixa atividade fungicidageinada com niveis diminuidos de NO e
producao de TGB-(PINA et al., 2008).

Assim, o 6xido nitrico, na PCM murina, pode estmoaiado com a protecao, devido a
sua capacidade microbicida, mas também com a e da doenca, jaA que pode estar
relacionado com efeito imunossupressor da imunidatigar.

O oxido nitrico é um radical livre gasoso que fonei predominantemente como
molécula mensageira e efetora de varios processldgjiicos. Em mamiferos a sintese de NO
€ catalisada por um grupo de enzimas denominadasiMases (NOS) (KNOWLES e
MONCADA, 1994). Ha trés isoformas de NO-sintase @YONOS | (neuronal ou nNOS),
NOS Il (induzida ou INOS) e a NOS Il (endotelial eNOS) (KNOWLES, 1996). Todas
estas isoformas usam a L-arginina como substrataries tipos de cofatores ou coenzimas
(KNOWLES e MONCADA, 1994). A reacao catalica paremorrer em duas fases. Na
primeira ocorre a hidroxilacdo da L-arginina pelpeONADPH dando origem a N-hidroxi-L-
arginina. Na segunda fase este composto é oxidsldtando na formacdo de L-citrulina,
hidrogénio e NO.

A INOS tem sido demonstrada estar presente emsvé&imdos e células tais como
macrofagos, condrécitos, células de Kupffer, hapa$, neutréfilos, epitélio pulmonar e
vasos (MACMICKING et al., 1997) e produz NO em @sp a varios estimulos celulares,
tais como a endotoxina bacteriana (LPS) e mediadmrddgenos proinflamatérios.

A expressdo do gene da iNOS é controlada por umdgraumero de agonistas,

especialmente as citocinas proinflamatorias taisaccdNF-a, IL-13 e IFNy e € inibida pelas



citocinas do tipo Th2, IL-4 (BOGDAN et al., 1994)-8 (MCCALL et al., 1992), IL-10
(CUNHA et al., 1992) e TGB- (SCHINI et al., 1992), além da quimiocina MCP-1
(“monocyte chemoattractant protein)I(ROJAS et al., 1993).

A atividade quimica do NO é complexa e sua reag@o @ oxigénio ou com espécies
reativas do oxigénio (ROI) produz varios compoststivos do nitrogénio e do oxigénio.
Uma das reacOes melhor estudada € aquela entreeoa@i@ns superoxido () produzindo
o peroxinitrito (ONOO que é um potente oxidante de proteinas (VASQUBRRES et al.,
1995). O NO ainda inativa na célula alvo enzimagieis para o ciclo de Krebs, cadeia de
transporte de elétrons, sintese de DNA e interrompeecanismo de proliferacdo celular.
(MONCADA, 1991).

O efeito microbicida do NO em infeccbes bacterianasrre de duas maneiras:
primeiramente o IFN-re TNF@a (produzidos por células T ou outras células) ativas
macréfagos promovendo a expressdo de iINOS e sideddO. Durante a fagocitose héa
também o aumento do “burst” oxidativo, além daid#te citostatica e citotoxica sobre esses
microorganismos, incluinddycobacterium tuberculosigMACMICKING et al., 1997),
Staphylococcus aureli3ACKSON et al., 1995) Escherichia coliBRUNELLI et al., 1995),
Candida albicanfREMENTERIA et al., 1995)Paracoccidioides brasiliensi§GONZALEZ
et al., 2000) dentre outros.

Macrofagos peritoneais e alveolares de camundos@mEapazes de matar leveduras
de Histoplasma capsulatumor um mecanismo dependente de peréxido de hidi@mgENO,
enquanto que o efeito fungistatico depende sonimnfgrodutos da via de ativagdo da iINOS
(BRUMMER e STEVENS, 1995). Ainda na histoplasmosajficou-se que a expressao de
INOS pelos macrofagos de camundongos infectados adumgo estava associada com a
1998).

Um dos exemplos mais elegantes e bem estudadosigla flingcdo (protetora e
imunossupressora) do NO na resposta imune cont@gges € aquele descrito por
Einsenstein (2001) com o modelo de imunoprotecédra&almonella Verificou-se que no
momento de maior prote¢do induzida por vacina detéba viva havia concomitante
imunossupressao da resposta proliferativa de i@ mitégenos (EINSENSTEIN et al.,
1984) e da producédo de anticorpos para antigemtsp@&ndentes (eritrocitos de carneiro).
Esta supressdo era profunda, estava associada saengme de macrofagos, porém a

competéncia imunoldgica era recuperada no dia #% apvacinacdo. Estudos subsequentes



demonstraram que a imunossupressdo estava assac@daucado de IFN-e que a IL-4
bloqueava a sintese de NO e a imunossupressdao MMARI et al., 1991). De maneira
analoga ao observado por Einsenstein cddalenonella no modelo de infeccao i.p. pefo
brasiliensiso NO parece estar exercendo uma dupla funcaoz iacatividade fungicida dos
macrofagos, mas leva a supresséao da linfoproléeragda resposta imune.

Essa supresséo linfocitaria foi estudada por Mifaal. (1999) que verificaram nos
animais iINOS KO, infectados pdr. brucei,aumento dos niveis de IFNe de linfécitos T
CD4" ativados no bacgo sendo que o contrario foi viste awimais iINOS normais. Nessa
mesma linha de raciocinio, Niedbala et al. (1999)ficaram no modelo de infeccéo por
major que doses elevadas de NO inibiam a diferenciacdmfideitos Thl e diminuiam os
niveis de IFNy.

Ao mesmo tempo em que o NO é importante no conttalenultiplicacdo fungica,
inibe a producdo de TN&; que € essencial para o controle da disseminac&ich (SOUTO
et al., 2000), uma vez que essa citocina particgpéormacédo de granulomas (KINDLER et
al., 1989) e juntamente com IRNativa os macrofagos potencializando o “killing” Bo
brasiliensis (BRUMMER et al.,, 1988). Além disso, o TNF-proporciona aumento da
producdo de quimiocinas que induzem a quimiotagidedcocitos e recrutamento de células
inflamatorias (MEHRAD et al., 1999), participa néedenciacdo de macréfagos em células
epitelidides (TRACEY e CERAMI, 1993) e ainda estimma expressao de moléculas de
adesdo celular ICAM-1 e VCAM-1 no endotélio e enunreras superficies celulares;
proporcionam, assim, um melhor recrutamento celpdeia a formacédo de granulomas bem
organizados (RESNICK e WELLER, 1993). Chu et a89@) demonstraram que as citocinas
TNF-a e IL-la estdo envolvidas no aumento da expressdo de ICAMSsL processos
inflamatorios. Vale lembrar que o NO inibe a expé®s dessa molécula de adesao,
prejudicando dessa forma o recrutamento celulaiY(€WE et al., 1997).

Varios estudos mostraram a importancia do papéuatio ao IFNy e ao NO na
apoptose de ceélulas imunes durante um processacio$®e. Durante a infeccdo de
camundongos pofoxoplasma gondiia neutralizacdo de IFN+esultou em diminuicdo dos
niveis de apoptose dos linfocitos da placa de Pej@n de reducdo da expressao celular de
FasL (LISENFELD et al., 1997). Dalton et al. (200@)straram que o IFM-era responsavel
pelos niveis de apoptose de células T TBeplénicas quando infectados pklobovisem

modelo murino de IFN-KO. Além disso, o 0xido nitrico estava intimamergéacionado



com a inducdo de apoptose de linfocitos T GDgendo que os niveis celulares eram
restaurados quando se utilizava um inibidor daesétie NO, o LMNA.

Pacientes com paracoccidioidomicose pulmonar api@se na superficie de
leucécitos de sangue periférico aumento de Fasligantes para Anexina V (marcadores de
apoptose inicial) além de CTLA-4 (inibidor a atidgac¢prolongada de células T); estes
aumentos estavam associados a reducdo da prdifergular e niveis aumentados da
citocina anti-inflamatoria TGB-em culturas celulares (CAMPANELLI et al., 2003).

Recentemente tem sido demonstrada a participac@otesub-populacao celular nos
mecanismos reguladores da imunidade e procesdasatbrios, a sub-populacdo T CD4
reguladora. Essas células apresentam o fenotipoDF @D25", expressam de maneira
constitutiva o marcador CD25 (cadeia do receptor de IL-2), CTLA-4 ¢ytotoxic T
lymphocyte-associated antigemibidor da ativacédo prolongada de linfécitos (BELKAID
e ROUSE, 2005), GITR @lucocorticoid-induced tumor necrosis factor reae@pt, ou TNFR
(SHEVACH et al., 2002), CD45RO (DIECKMAN et al., @D, TGHB1 de membrana
(NAKAMURA et al., 2004) e o fundamental fator dearscricio nuclear Foxp3
(FONTENOT e RUDENSKY, 2005).

Células Treg atuam atraveés da inibicdo da proddedb-2 bloqueando o ciclo celular
de linfécitos T CD4 e T CDS8, além de suprimir a atividade proliferativa defdiitos
CD4'CD25 (NAKAMURA et al., 2001). O possivel mecanismo d#i@ supressora dessas
Treg se da pelo contato direto célula-célula, erermdo sinais inibidores através da
sinalizacdo mediada por CTLA-4, GITR e T@FRde membrana (READ, et al., 2000;
SHIMIZU et al.,, 2002; NAKAMURA et al., 2001), ou lge producdo, mas né&o
exclusivamente dessas ceélulas, das citocinasrdfaiviatorias IL-10 e TGB-(ASSEMAN et
al., 1999). Muitos trabalhos relatam a importandessas células reguladoras em casos
cronicos de infeccdo onde, devido a persisténciapdimgeno, essas ceélulas estariam
controlando as respostas imunes que poderiam cquadros inflamatdrios exacerbados na
tentativa de erradicar o agente infeccioso. Aléssali por impedirem a cura asséptica, as
células Treg controlariam a manutencédo da memawaologica.

Assim, quadros cronicos de tuberculose (GEROSA9Y19%alaria (PLEBANSKI,
1999) e AIDS (OSTROWSKI, 2001) mostram que a p#Emsca do patdgeno esta relacionada
com a presenca de células T reguladqguasamente com a sintese de citocinas anti-
inflamatérias IL-10 e TGPB- E ainda interessante o fato de que em infecq@escas como
na leishmaniose, ocorre a persisténcia de célulaggiladoras naturais de fenotipo T
CD4'CD25'Foxp3, sintese aumentada de IL-10 e niveis reduzidd§Me (BELKAID et



al., 2002). Porém, a permanéncia dessas célukasatastionada com a homeostase do sistema
imune, uma vez que minimizam os efeitos deleté@inflamacado (atribuida & producao de
radicais de oxigénio e nitrogénio) durante a térdatle eliminar o patégeno nos tecidos,
trabalhando assim como um “feedback negativo” vagdo das respostas imunes (POWRIE
et al., 2003).Cavassani et al. (2006) mostraram na paracoccahumbse cronica, forma
adulta, que pacientes que apresentavam doenca trdnam aumento de células Treg
TCD4'CD25Foxp3 nas biopsias de lesdes teciduais que continhamdgrearga fungica.
Essas células apresentavam receptores de migrag@o gs tecidos lesados, ou seja,
receptores de homing, CCR5 e CCR4, para as quimiocinas CCL5 e CCL22,
respectivamente. Em concordancia com esses ressiltitreira et al. (2008) mostraram que
animais deficientes de CCR5 apresentavam mendtradfdo de células Treg Foxp3as
lesGes e ainda maior controle do crescimento fangmostrou-se, assim, que este receptor era
fundamental para o recrutamento de Tregs paraa tlecinfecgcdo onde hé persisténcia do
patdgeno.

Em nosso trabalho desenvolvido durante o mestradobiservado um duplo papel
atribuido ao NO em tempos distintos da infeccao B em camundongos geneticamente
deficientes da enzima INOS. Assim, na fase agudiefiaiéncia de NO resultou em menor
namero de UFC no pulméo desses animais, aumeninadaia das citocinas do tipo Thl
(TNF-a, IFN-y, IL-2) e dos isétipos 1gG2a e IgG3; ja na fasenwd, por outro lado, os
animais INOS KO apresentaram maior carga fungidenguar, niveis elevados da maiorias
dos isotipos (IgG2a, 1gG2b, IgG1l, IgG3) e das aitas (IFNy, IL-4 e IL-5). Verificamos
também aumento bastante significativo dos niveigNE-o. pulmonar nos animais KO nas
primeiras 2 semanas de infecgcdo. Ao analisarmdsgtanto, a histologia pulmonar desses
animais, verificamos a presenca de lesbes bem iaegias em granulomas que limitavam
uma maior disseminacgao fungica para outros org@egorcionando uma sobrevida média
equivalente aos animais iINOS normais.

Assim, em nosso doutorado, propusemo-nos a mebu@cterizar os mecanismos
protetores e exacerbadores na PCM mediados peleml@ois periodos da doenca (fases
aguda e crbnica). Consideramos importante o esitudotro da atividade fungicida dos
macrofagos alveolares de animais iINOS KO e de agiitN®S normais, do infiltrado célular
pulmonar de linfécitos efetores e reguladores enderéfagos de ambas as linhagens de
camundongos. Verificamos anteriormente que o N® reshcionado com a citocina TNFe

como nosso trabalho mostrou que niveis aumentadssadcitocina estdo presentes nos



pulmdes quando a doenca € menos grave nos animiggentes de NO, propusemo-nos
estudar o efeito da deplecéo desta citocina nas tguda e cronica do nosso modelo.



2 OBJETIVOS

O proposito deste trabalho foi avaliar a importaraos efeitos protetores e deletérios
do oxido nitrico (NO) na paracoccidioidomicose paoirar murina. Para tanto, foi
desenvolvido um modelo experimental de infec¢adizatido camundongos C57BL/6
geneticamente deficientes para o gene INOS (INOS &Geus controles normais WT.
Observacao anterior demonstrava que a infeccamenas grave em animais deficientes de
NO e isto estava associado ao aumento dos niveldN#er pulmonar. Na fase cronica da
infeccdo, apesar de maior carga fungica dos anirdaftcientes, observamos lesdes
pulmonares organizadas em granulomas que mantirdhadmgo no foco primario da
infeccdo. O destino da infeccdo era, entretantajvalgnte em ambas as linhagens que
apresentavam tempo de sobrevida semelhante. Assipresente trabalho propusemo-nos a
melhor caracterizar o papel do NO na PCM usandmaisi normais e iNOS deficientes.
Estudamos também a fungdo do TdlFReste modelo experimental através da sua

neutralizacaan vivo. Inicialmente a doenca foi estudada comparativaenguanto:

. a gravidade de infeccao pulmonar e disseminacaoffgdo e baco através da
quantificacdo de fungos viaveis pela técnica dedabheés Formadoras de
Colbnias (UFC) nas 2, 6 e 10 semanas de infeccaanideis KO e WT,;

. a presenca de citocinas pulmonares de animais YO eas segunda e décima
semanas de infeccao;

. a atividade fungicidan vitro de macrofagos alveolares de animais KO e WT
nas fases aguda e cronica;

. ao infiltrado inflamatorio de linfécitos, céluldsreguladoras e macrofagos nos

pulmdes de animais KO e WT nas fases aguda e er@aidoenca;

. a histopatologia das lesdes pulmonares de aniK@ise WT na décima

semana de infeccéo.

Estudamos também o efeito da deplegéeivo de TNFe nos animais KO e WT,

analisando comparativamente:



1. a gravidade de infeccdo pulmonar e disseminacda figado e baco através da
quantificacdo de fungos viaveis pela técnica dedabheés Formadoras de Colbdnias
(UFC) nas fases aguda e cronica;
2. a presenca de citocinas proinflamatérias e arnanmdtorias nos homogenatos de
pulmao e figado de animais KO e WT depletados de-d H néo depletados;
3. aoinfiltrado celular nos pulmdes de animais KO € Wtados com anti-TNE-e seus
grupos controle IgG normal;
4. ahistologia das lesGes pulmonares de animais WO eepletados e ndo depletados;
5. a sobrevida média dos animais KO e WT ap0s depldgddNFe e seu grupo
controle IgG normal.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Camundongos da linhagem C57BL/6 nocautes para e danNO-sintase induzida
(INOS) ou NOSII foram originalmente adquiridos dackson Laboratory e estdo sendo
reproduzidos em condicbes SPBgecific Pathogen Free'fo Biotério do Departamento de
Imunologia do ICB-USP. Camundongos controle, C5BBhérmais, ja sao rotineiramente

criados em nosso biotério.

3.2 Paracoccidioides brasiliensis

Foi utilizado o isolado Pb 18 (virulento) dd brasiliensis(KAHINO et al., 1985;
SINGER-VERMES et al.,, 1989). A perda de viruléndai evitada renovando-se
periodicamente a amostra Pb 18. Novas amostrasram fforam obtidas e reisoladas apos
passagens sucessivas em camundongos B10.A mauakost{geis) apds 3 meses de infeccéo.

O fungo foi mantido, por repiques semanais, em nseimi-solido de Fava Netto
(FAVA NETTO, 1955) a 36 °C.

Para a realizacdo das inocula¢cdes nos animais @asaas linhagens, as células
fungicas foram obtidas apds 1 semana de cultiviavadas 3 vezes em PBS estéril. A
suspensao mais leve, que contém células isoladesnoypoucos brotamentos, foi coletada. A
concentracéo celular (20 x 26élulas/mL) foi ajustada tomando-se por base é&agem em
camara de Neubauer e a determinacdo da viabildadespensao (corante vital Verde-Janus
B - BERLINER e RECA, 1966).

3.3 INFECCAO DOS CAMUNDONGOS
Grupos (n=5-6) de animais da linhagem KO e seugeotisos controles normais

foram infectados pela via intratraqueal (i.t.) c6@uL de uma suspenséo de 20 X t6lulas
leveduriformes do fungo/mL de PBS (1 X’ t8lulas).



O procedimento foi realizado com os animais solstase&a seguindo o esquema: 1)
administracdo de 10 mL/kg de peso de solucdo dadt de 2-(2,6-xilidino) 5,6 dihidro-
4H-1,3-tiazina (ROMPUN, Bayer do Brasil) a 0,4%éepe&la i.p. (0,2 mL de Rompun); 2)
apos 10 minutos, administracdo de 10 mL/kg de gedadrato de cloral (Reagen do Brasil) a
2,5% pela via i.p. (0,2 mL de Hidrato de Cloral).

Quando o animal apresenta-se insensivel a dor (&pomiinutos), foi feita uma
pequena incisao longitudinal na pele do pescogiraquéia exposta. Apos a inoculagéo, a
incisdo foi suturada e os animais colocados sokefaroderada de calor para controlar a
hipotermia transitoria produzida pela anestesia.

Os animais foram avaliados quanto:

. a gravidade da doenca pela quantificacdo de fungo®is pela técnica de
Unidades Formadoras de Coldnias- UFC de pulmaaddige baco nas 2, 6 e 10 semanas de
infeccao;

. a presenca de citocinas pulmonares de animais iIKOS WT nas 2 e 10
semanas de infec¢ao;

. ao estudo da atividade fungicida de macrofagosotdves de animais
infectados, apds 2 e 10 semanas de infeccéo, sttlaveébtencdo do Lavado Bronco Alveolar;

. ao infiltrado celular (linfécitos e macréfagos dpsimdes), pela analise do
fendtipo celular por citometria de fluxo em camumgioss KO e seus controles WT normais
infectados pel®. brasilienis;

. ao efeito da deplecao da citocina proinflamatdid--o, no nimero de fungos
viaveis recuperados apos 2 e 8 semanas de infdd€&®, e na sobrevida dos camundongos
infectados. Na segunda semana de infec¢ao foisadalio infiltrado celular pulmonar e os
niveis de citocinas pulmonares e hepaticas de &K@ e WT depletados de TNEe seu
grupo controle (IgG normal);

. a histopatologia das lesées dos pulmonares deagnl®© e WT infectados e
tratados com anti-TNk-e seu grupo controle IgG normal na oitava semanafdccéo;

. ao efeito da deplecdo de linfocitos T CD&m ambas as linhagens de
camundongos, no numero de UFC e infiltrado celplaimonar na segunda semana de

infeccao.



3.4 DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIA (UFC) IN VIVO

Apols 2, 6 e 10 semanas de infeccdo i.t., os canmgaedoiNOS KO e seu grupo
controle “wide type” WT foram sacrificados e um gagmdes, um Iébulo do figado e parte
do baco foram separados, pesados, e macerados emh Se PBS com o uso de
homogenizadores. O macerado dos 6rgéaos foi sulborgtiéntrifugacdo, 10 minutos, 750 xg
a 4°C e o sedimento final retomado em um volume de dmPBS. Uma aliquota de 1A0
dessa suspensdo e de suas diluicbes foi semeaqdaens de Petri com meio de cultura
adequado. A incubaco foi feita a %5 e o crescimento das colbnias Rlebrasiliensisfoi
acompanhado e registrado diariamente por um penddiio de 15 dias.

O meio de cultura empregado foi constituido de B+ (“Brain Heart Infusion”)
suplementado com 5% de "fator de crescimento dgdfue 4% de soro equino (SINGER-
VERMES et al., 1993). Vale frisar que apenas um gdabndes foi utilizado para a
determinacao de UFC e no sobrenadante do maceesti® foram quantificadas as citocinas
(IL-12, TNF-q, IL-2 e IFNy - tipo 1 e inflamatérias e IL-4, IL-5, IL-10 e TG¥Ftipo 2). A
outra metade dos pulmdes foi reservada para eshigtmgpatologicos. O UFC foi também
realizado em animais KO e WT tratados com anti-i\N#-anti-CD8, bem como seus grupos
IgG normal, apos 2 semanas de infeccao e 8 serpara®s animais tratados com anti-TNF-

o.

3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

A dosagem de citocinas foi realizada no sobrenadalot macerado de pulméo
utilizado na determinagédo de UFC nas segunda end&semanas de infeccdo de animais KO
e WT. O sobrenadante do macerado de pulméo e fidadmimais KO e WT tratados com
anti-TNFa e seu grupo IgG normal também foi obtido para aagem de citocinas
proinflamatérias (TNFe, IFN-y, IL-12) e anti-inflamatoérias (IL-10 e TGP} na segunda
semana de infeccdo. Os sobrenadantes dos macelasigailmdes-os homogenatos-foram
separados, aliquotados a 1 mL e mantidos &’€7%2é o momento da dosagem das citocinas.

A presenca e concentracao das citocinas foramndigi@aas por testes de ELISA de

captura, segundo metodologia descrita para o mosselo (CANO et al., 1998, 2000). Estes



ensaios foram baseados na utilizagdo de parestideraps monoclonais (AcM) especificos
para cada citocina, um dos quais marcado por biotin

As concentracdes para cada um dos AcM primariocansiério foram previamente
determinadas em nosso laboratorio.

As placas de fundo chato (COSTARforam sensibilizadas com o AcM primario
diluido em solucéo de fosfato de sédio pH 6,0 (@er&itocinas IL-10 e TNBE) e pH 9,0
(para as demais citocinas) na concentracao indeauaubadas por 24 horas a 4 °C.

Os sitios livres foram bloqueados com gelatina58&lem PBS, pH 7,0 e incubados
por 2 horas a temperatura ambiente. A citocinambéaoante seguindo uma diluicdo seriada
em 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) para a obtengdcuiva-padréo prosseguindo-se a
adicdo das amostras em duplicata nos demais pocos.

Apébs aproximadamente 18 horas de incubacédo a di%licionado as placas o AcM
secundario biotinilado, na concentracdo desejaddiiielo previamente em PBS com 10% de
SFB seguindo-se incubacéo por 45 minutos a temyaratnbiente.

O complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase fiiido em tampdo PBS/T20 e
incubado as placas por 30 minutos. A reacdo coabstimto constituido de i de HO; a
30% diluido em solucdo composta por 2,8 mL de tanip&fato de sddio 0,2M, 2,2 mL de
acido citrico 0,1M, pH 5,0 e de 10 mL deCHadicionado de 10 mg de ortofenilenodiamina
(OPD). As placas foram incubadas por 45 minutoalam@o da luz em temperatura ambiente
e a reacao foi interrompida com a adicéo de aaitfargco 4N.

A leitura das densidades Opticas foi feita a 492 Asnconcentracfes de cada citocina
foram determinadas tendo como base a reta de s@grésear obtida com os dados referentes
as diluicdes das citocinas recombinantes (curvagoad

3.6LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

Os animais KO e seu grupo WT, apos 2 e 10 semaniagetcao peld. brasiliensis,
foram submetidos ao processo de obtencdo de lavamiwo-alveolar (LBA), segundo a
metodologia descrita por Sugar et al. (1983). Osais foram sacrificados e dissecados, a
cavidade toraxica aberta e a traquéia cateteriZ@dapulmdes foram entdo lavados com
injecdes de 1 ou 1,5 mL de meio “Dulbelcco’s MaatifiEagle’s Medium” pH 6,8 (DME,

Sigm&). O nimero total de células do LBA foi determingstr contagem em camara de



Neubauer ap6s a mistura de 10 pL da suspenséaarcal@D pL de cristal violeta 0,05% em
acido acético a 30%. Os resultados foram expressowalores absolutos do nimero de
células/animal.

As células foram ajustadas para 4 X/l em cada placa de cultura. Um volume de
0,05 mL de células foi dispensado em cada orifieiplacas de cultivo de 24 pocos (Cdtar
Cambridge, Mass). As culturas foram incubadas 4G32m 5% de C@por 2 horas. As
células ndo aderentes foram removidas por aspirac@wonocamada aderente lavada com
meio DME.

3.6.1 TRATAMENTO DE CULTURAS DE MACROFAGOS

As monocamadas de macréfagos (MQ) alveolares famanbadas durante a noite a
37°C em 5% de C@tratadas previamente com meio DME (pH 6,8) contemmtibioticos,
glutamina e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), com seun o tratamento de IFN
Pharmingefi (10.000 pg/mL).

3.6.2 INFECCAO DOS MACROFAGOS ALVEOLARES

Os macrofagos foram infectados com a suspenséevdduras na relagdo Pb/M@J de
1:50 por um periodo de 48 horas &3%m 5% de C®em meio suplementado com ou sem o
tratamento de IFN- Apds esse periodo de incubagdo, os sobrenadfamées retirados e
armazenados a -7AT para a determinagdo de NO e os fungos que namfaderidos ou

fagocitados foram recolhidos por 2 lavagens cono@®IE (0,2 mL).

3.6.3 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONI AS (UFC)

Depois da incubacdo das culturas #B8%&m 5% de C@por 48 horas, as células em
suspensao foram colhidas por aspiracdo e as cé&ldErentes lavadas com agua destilada
estéril para que ocorresse a lise dos M@. O honatgete cada lavagem foi recolhido até
completar um volume de 1 mL para cada orificio.ebsiaterial foi centrigugado por 10

minutos, a 750 xg, a 4C e ressuspenso em volume adequado de DME simples.



sobrenadante foi desprezado, o sedimento foi reeeas em 1 mL de PBS e a suspenséao
obtida foi plagueada (100 pL/placa) em meio BHIllemgntado para recuperagédo de Pb
viaveis. As placas foram incubadas a °87e as col6nias contadas diariamente até que

nenhum aumento de UFC fosse observado.

3.7 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE NO

A concentracdo de NO nos sobrenadantes de cufmirasedida com o reagente de
Griess (1% sulfanilamida, 0,1% diidrocloreto detitetflenodiamina, 2,5% kPQy;). Um
volume de 50 pL do sobrenadante da cultura foi@uicio a um volume igual ao reagente de
Griess, depois de incubado em temperatura ambjgorteél0 minutos, foi determinada a
absorbancia em equipamento de leitor de ELISA empconento de 550 nm. A concentracao
de NO foi determinada usando a curva padronizanadiferentes concentracdes de nitrito de
soédio (NaNQ@) (DING et al., 1988). Todas as dosagens foramesgais em micromolar de
NO..

3.8DETERMINACAO DA PRODUCAO DE H ,0,

A liberacdo deH,0, de macrofagos alveolares obtidos do lavado brohawmiar de
animais KO e WT foi avaliada pelo ensaio de oxidaga peroxidade dependente de fenol
vermelho descrito por Pick e Mizel (1981). Este adété baseado na conversdo do phenol
red (phenolsulfonphthalein PSP) por peroxido derdgénio na presenca de peroxidase
(Horseradish peroxidase) em um composto colorigo.Mdlume de 100 pL do LBA, com ou
sem 10 pL de PMA (“Phorbol 12-myristane 13-acetatti/ador celular) contendo 2 x 10
células foi diluido em tampao fenol red contendquf0mL de peroxidase (tipo Il) e incubado
em placa de cultivo de 24 pocos (Co®taor 1 h em camara Umida a 5% de,@@B7°C. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 10 pL ded&@NNaOH e a absorbancia determinada
pelo leitor de ELISA em comprimento de 620 nm. Aantracdo de 4D, foi determinada
usando a curva padronizada com diferentes con¢éesaem quadruplicata de fenol red e

expressas em micromolar de(1.



3.90BTENCAO DE LINFOCITOS INFILTRANTES DE PULMAO

Células dos pulmdes de camundongos KO e WT fordidaszbnas segunda e décima
semanas apos infeccdo. Para os animais KO e WAddstcom anti-TNf- e anti-CD8, e
seus controles IgG, a obtencéo de células pulmeiiairéeita apds 2 semanas de infeccdo. Os
pulmdes de cada animal (n=5 de cada grupo, INOS& KODS normais) foram colocados em
solucéo de colagenase (1mg/mL) e DNase (30pg/mLjnem RPMI suplementado (SFB,
5%) em agitacdo a 37 por 1 hora. Posteriormente cada 6rgdo foi traidsfepara tubo
contendo 5 mL de RPMI + 5% SFB, macerado e cegado a 1000 rpm, 10 min. O
precipitado foi ressuspenso em 5 mL de PERCOL 2@% e proceder a centrifugagéo
(1500 x g por 30 min.) e separacao dos linfocitos de debds células epiteliais (LINDELL
et al., 2006). Os eritrécitos foram lisados conmugad de 9 mL NECl e 1 mL TRIS. A
viabilidade celular (feita com trypam blue 0,4%)na& de 85%, ajustou-se a concentracéo
celular para 1 x células, e em seguida as células foram lavadasrpareacéo posterior
com o0s anticorpos marcados (para citometria deoflurRrocedeu-se a incubacéo por 20 min
em 4°C no escuro. Em seguida as amostras foram fixaoa% de paraformaldeido,

armazenadas a’€ no escuro até analise por citometria de fluxo.

3.10 CITOMETRIA DE FLUXO PARA CARACTERIZACAO DE SUB -
POPULACOES DE LINFOCITOS E MONOCITOS

As células marcadas, apés incubacdo por 20 min ¥nné escuro e fixadas com 2%
de paraformoldeido (na concentracdo de 1%, ¥6ram analisadas em citémetro de fluxo
FACSCalibur® (Becton-Dickison). Foram usados ampos marcados com isotiocinado de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou outrodrocromo Cy-Chrome (Cy) na combinagéo
adequada para a andlise da populacao celular edoest

Todos os anticorpos (BD Bioscience Pharmiffydaram usados na diluicdo 1/100 pL
(FITC anti-CD4, FITC anti-CD8, PE anti-CD25, PE ia@D69, PE anti-CD80, PE anti-
CD86, PE anti-CD40, FITC antilaFITC anti-CD11b, PE-anti CD11c). A aquisicdo das
células (no minimo de 10.000 eventos) foi feita amarelno FACS Calibur (BD
Pharmingefl) e anélise pelo software Cell-Quest software (Barmingefi). Foram feitos
“gates” individuais para linfécitos e “gates” pamaacrofagos durante a analise no FACS

Calibur. Para a caracterizacéo fenotipica de magosfe de células dendriticas, foram feitos



“gates” para macréfagos CDIMBCD8I"" e “gates” para células dendriticas
CD11¢""CD86"" (SCREIBER et al., 2008). As populacdes celulacearfi caracterizadas
guanto a porcentagem (%) de cada sub-populacaghmaitia pelo valor absoluto, calculado
em funcdo do numero de células totais obtido patdagem prévia das suspensdes celulares

em camera de Neubauer.

3.11 CITOMETRIA DE FLUXO PARA CARACTERIZACAO DE CEL ULAS T
REGULADORAS TCD4'CD25" ATRAVES DA EXPRESSAO DO FATOR DE
TRANSCRICAO FOXP3

Ap6s a obtencdo de suspensdo contendo P gélllas/mL, procedeu-se a marcacao
de proteinas de membrana com anti-CD4 PE (1/1@® anti-CD25 FITC (1/100), por 30
minutos em temperatura a°@. Posteriormente, as células foram lavadas conp&ande
coloracao (Staining buffer’) contendo 2% de soro fetal bovino, 0,1% de azi@8, mL de
PBS (1x). A seguir, foi feita a permeabilizacaontlembrana plasmatica com a adicdo de 200
ul/poco de Cytofix/Cytoperm Eixation/Permeabilizatioh Kit BD Biosciene§) em
temperatura ambiente por 30 minutos, protegidadaApods a lavagem das células, realizou-
se a permeabilizagdo da membrana nuclear com iaagéib de 13QiL/poco de solucao
contendo 75Q.L de PBS 1x, 25QL de paraformoldeido 4%, 8. de Tween 20 Signfae as
células, entdo, foram encubadas por 30 minuto®eIperatura ambiente no escuro.

Apés lavagem das células com PBS (1x) gelado, pgosis-se a marcagdo com 0O
anticorpo para o fator de transcricdo nuclear F8xFy, diluido a 1/50 em tampédo de
coloracdo. As células foram incubadas por 1,5 h°&,4posteriormente lavadas com PBS
gelado e fixadas com 2% de paraformaldeido, arnaatzsna 4C no escuro até a analise por
citometria de fluxo. Foram feitos os “gates” primaenente para linfocitos totais, depois para
linfécitos T CD4, linfécitos T CD4ACD25 e finalmente, o gate para linfocitos T
CD4'CD25'Fox P3".

A aquisicdo das células (100.000 eventos) foi feedo FACS Calibur (BD
Pharmingefi) utilizando o software Cell-Quest software (BD Bhiagerf). O nimero de
células T reg (T CDLD25FoxP3) foi apresentado pela porcentagem (%) a partir do
namero de células T CD&@D25" obtido.



3.12 PRODUCAO E PURIFICACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS (AcM)
EMPREGADOS NOS EXPERIMENTOS DE DEPLECAO

3.12.1 HIBRIDOMA

Foram utilizados os hibridomas MP6-XT22 (rat IgGiti-ANF-a) e o H-35 (rat IgG1
anti-CD8) gentilmente cedidos pela Dra Ises Abradwm (Universidade de Sao Paulo-ICB-
V).

3.12.2 EXPANSAO DO HIBRIDOMA IN VITRO

Inicialmente as células dos hibridomas MP6-XT22-83Hforam mantidas por cultivo
in vitro utilizando o meio de cultura RPMI-1640 (Giff¢suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 2-mercaptoetanol 0,05 Mm, glutaminenM2 penicilina 100 UL/mL e
estreptomicina 10ug/mL. As células do hibridoma foram incubadas a°G7 em estufa
contendo 5% de COem atmosfera Umida, e repicadas a cada 48 horasélAkms foram
ressuspensas em meio fresco, determinado seu niwtere sua viabilidade pela contagem,
em camera de Neubauer, apds a mistura de_2fa suspenséo celular com 180de Azul
de Trypan (0,4%).

Quando o numero e a viabilidade das células fordeguados, parte das mesmas foi
colocada em meio RPMI 1640 contendo 20% de sow feivino e 10% de Dimethyl-
Sulfoxide (DMSO), rapidamente congelada a 2248 horas) e posteriormente foi estocada

em nitrogénio liquido.

3.12.3 EXPANSAO DO HIBRIDOMA IN VIVO

Os hibridomas desenvolvem-se muito bem na cavigdad®neal de animais BALB/c
geneticamente atimicos (nu/nu). Sete animais fopaéatratados (dia -1) com 1 mL de
Pristane (2,6,10,14-tetra-methyl-pentadecane, Signa640) pela via intraperitoneal (i.p.).
Ap6s 24 horas os animais foram inoculados pelai.pia5 x 10 células viaveis de cada
hibridoma (MP6-XT22 e H-35).



Os animais inoculados desenvolveram ascite evidantes do décimo quinto dia.
Estes foram entdo sacrificados, a cavidade pegtodissecada e retirado todo o liquido
ascitico. Este liquido foi centrifugado a 270 @ °C por 10 minutos, e o sobrenadante (com

os AcM) estocado a -2C para posterior purificacdo dos anticorpos present

3.12.4 PRECIPITACAO E PURIFICACAO DOS ANTICORPOS MO NOCLONAIS

Apds a expansdo dos AcNh(vivo) estes foram precipitados utilizando o método
descrito por Mckinney e Parkison (1987). O mateastitico foi diluido 1:5 em tampao
acetato 60 Mm, pH 4,0, o pH da solucéo foi ajusiaa@a 4,5 com NaOH 1N. Posteriormente
foram adicionados, gota a gota,a5de acido caprilico para cada 1 mL de solucaoisauna
foi deixada em repouso por 30 minutos e posterinteneentrifugada a 10000 x g, 4@ por
30 minutos; foi coletado o sobrenadante e detewima volume obtido; em seguida foi
adicionado 1 mL de tampdo PBS/EDTA 2 mM (10x) paada 10 mL do sobrenadante e o
pH ajustado para 7,4 com NaOH 1N. A solucdo faii@dé a 4°C e adicionado sulfato de
amonio até obter-se 45% de saturacdo, prossegas@dom a agitacdo por 30 minutos. A
preparacdo foi centrifugada a 10000 x g,°& 4por 30 minutos, separando-se o precipitado (o
sobrenadante sera reservado até ter-se a certegee @& anticorpos estavam no precipitado)
que foi dissolvido em pequeno volume de tampao PB¥BA (uma vez concentrado); a
solucéao foi dializada contra PBS/EDTA durante 72aBdcom trés trocas diarias); foi depois
aquecida a 50-5% por 20 minutos e centrifugada a 5000 x g por #utns. O sobrenadante
foi coletado, determinado seu volume, assim commbém o contetdo de proteinas (método
do acido bicinoninico-BCA). Todo o material foitfddo em membrana Millipore (0,34

aliquotado) e estocado a -ZD.

3.12.5 DOSAGEM DE PROTEINAS (METODO DO ACIDO BICINC ONINICO, BCA)

A dosagem de proteinas totais presentes nos AcNipfesios foi realizada pelo

método colorimétrico do &cido bicinconinico (Piemdéc 23225, BCA protein assay reagent),

segundo as instrucdes do fabricante.



3.12.6ANALISE DO GRAU DE PUREZA DAS AMOSTRAS POR SDS-PAGE

Para verificar o grau de pureza dos AcM precipisafdd realizada eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12,5% com posterior colorac&@ta prata, utilizando a metodologia
automatizada do Phast-System TM (Pharmacia® LKBte8lmology). Foram utilizados,
como proteinas de referéncia, padrdes protéicosade peso molecular (Low Molecular
Weight, LMW) fornecidos pela Pharmacia®).

3.12.7 PURIFICACAO DE y-GLOBULINA NORMAL DE RATO

A 1gG controle foi purificada a partir da mistura doros obtidos de ratos Wistar
adultos. O sangue foi obtido por pung¢éo cardigoaséeriormente coletado o soro, o qual foi
entdo submetido aos procedimentos de precipitagdly@, dosagem de proteinas e SDS-
PAGE.

3.12.8 DEPLECAO DE TNF«u

Camundongos C57BL/6 INOS KO (KO) e seu grupo C58BNOS normais, (WT),
foram depletados de TNé-através da inoculacdo de 250ug/0,5 mL i.p. docargo
monoclonal MP6-XT22 purificado. Este anticorpodpiicado 4 horas antes da inoculagao i.t.
de leveduras viaveis do Pb 18. Este tratamenteepagtido nos dias 6 e 12 ap0s a infecgéo.

Os animais controle foram inoculados com IgG nordeatato nos mesmos dias e na
mesma concentracao protéica do anticorpo monoclépdls 2 e 8 semanas de infeccéo foi
analisado o numero de UFC (pulmé&o, figado e bagp)ndiltrado celular por citometria de
fluxo apos 2 semanas de infeccéo.

3.12.9 DEPLECAO DE LINFOCITOS T CD8

Camundongos C57BL/6 INOS KO (KO) e seu grupo C58BNOS normais, (WT),

foram depletados de linfocitos T CD8 através dacutexzdo pela via i.p. do anticorpo

monoclonal H-35 purificado. Este anticorpo foi adisirado na concentracado de 200 pg/0,5



mL 48 e 24 horas antes da inoculacao i.t de lewsduaveis do Pb18. Nos dias 6 e 12 pos
infeccdo foram administrados 150 pug/0,5 mL deste@po nos animais.

Os animais controle foram inoculados com IgG nordeatato nos mesmos dias e na
mesma concentracdo proteica do anticorpo monoclémds 2 semanas de infeccédo foi
analisado o numero de UFC (pulmé&o, figado e bagn)ndiltrado celular por citometria de

fluxo.

3.13 DETERMINACAO DO TEMPO MEDIO DE SOBREVIDA DOS
CAMUNDONGOS TRATADOS COM ANTI-TNF- a

Experimento inicial demonstrou uma mortalidade pcecdos animais infectados
tratados com o anticorpo monoclonal anti-TelFAssim novos grupos foram formados e a
mortalidade acompanhada até a décima semana pmasdof quando a maioria dos
camundongos depletados de TMFhavia morrido. A mortalidade dos animais foi

acompanhada diariamente.

3.14 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES

Foram examinados um dos pulmdes de cada um dosiarti@tados com anti-TNé-
e 1gG normal na oitava semana de infeccdo. Anirkdls e WT ndo infectados foram
utilizados como controle adicional. Os 6rgdos forpneservados em formol Millonig
modificado (CARSON et al., 1973) a temperatura @miei até 0 momento do processamento.
Posteriormente, ja incluidos em parafina, foramtaclms na espessura de 4 a 5 um e
submetidos a coloragdo por hematoxilina-eosina (H&Bara identificacdo celular, e
impregnacgdo pela prata metamina (Groccot), pardonetlentificacdo da localizacdo dos
fungos no corte. O preparo das laminas foi feilo Pepartamento de Imunologia do ICB IV
e a analise descritiva das lesdes foi realizadaiaooscopio Optico comum pela Dra. Katia

Ramos Leite do Setor de Patologia Clinica do Hakfiirio Libanés de Séao Paulo.



3.15 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos realizados foram expresso® ddédiat Erro Padrdo e as
diferencas entre elas analisadas pelo tefgeStudent, método nédo pareado.

A analise de mortalidade foi feita pelo teste degrbok (Graph Pad Prism v3-
Windows-Graph Pad Sofware). Resultados €6,@6(*), p<0,01(**), p<0,001(***) foram

considerados significantes.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA GRAVIDADE DA DOENCA E PRODUCA O DE
CITOCINAS POR CAMUNDONGOS iNOS KO E WT

Os resultados apresentados sao de experimentzsades com a inoculagéo de 1 x
10° leveduras viaveis de. brasiliensigor viaintratraqueal (i.t.) e determinacdo de UFC nos

tempos de 2, 6 e 10 semanas de infecgao.

Grupos de animais C57BL/6 INOS KO e C57BL/6 comtrdVT, foram sacrificados
nos tempos determinados apos a inoculacdo do fulhgalos pulmdes foi removido, pesado,
macerado e plaqueado em agar BHI suplementadonfauta dias foi contado o nimero de

colbnias, e o numero final foi transformado emddg de tecido.

Analisou-se a carga fangica no sitio priméario dedagao e a disseminacéo para figado
e baco. Os dados da figura 1A mostram que o putfed@mimais WT (5,226 + 0,289 )
apresenta aumento significante da carga fungicgamda ao dos animais KO (4,554 +
0,861 logg) (*P=0,03).

Observou-se disseminacao para o figado e bacordpsggWT e KO néo havendo,
entretanto, diferencas estatisticamente signifesa(figura 1A). Pelos dados obtidos neste
experimento, verificamos que, no periodo de 2 sesmde infeccdo, a auséncia da enzima

NO-sintase induzida parece proteger os animaistedes peld. brasiliensis

Os sobrenadantes de pulmdes, obtidos durante ciremeo para a quantificacdo de
UFC, foram conservados a -0 e utilizados para a pesquisa de citocinas emasiKO e
seu grupo controle WT nas segunda e décima serdanageccao.

Os resultados obtidos em pg/mL e expressos em méi@a padrao estao

apresentados nas figuras 1B e 1E.

Nesta analise, somente a citocina TéWBpresentou-se em niveis mais elevados no
sobrenadante de pulmao de animais INOS KO (WT: 1856445,81 pg/mL e KO: 5976,68
+ 1954,3 pg/mL) do que no grupo WT (Figura 1B). Assa menor carga fungica nos
pulmdes dos animais deficientes de NO, concomitzonie 0 aumento dos niveis da citocina
préinflamatéria TNFe pulmonar, parecem proteger esses animais defsiel® NO durante

a fase aguda da doenca.



No periodo de 6 semanas de infec¢do foi tambénsadala carga fungica dos 6rgéos
de ambas as linhagens e verificamos que neste ntori@mioenca a carga fungica pulmonar
de animais KO é equivalente a dos animais WT. Halis&eminacao para figado e baco entre

os dois grupos estudados sem diferenca estatigntarsignificante (Figura 1C).

Por outro lado, a figura 1D mostra que na faseicadto nosso modelo, na décima
semana de infec¢do, o numero de UFC dos animaiggf€sentou, inesperadamente, uma
maior carga fungica pulmonar com expressiva difgaesstatistica (*** P=0,001).
Verificamos aumento de UFC pulmonar nos camundoKgb$5,998 + 0,796 log)
comparada ao grupo WT (4,636 + 0,802 {g)gEm relacdo ao figado, os animais mostraram
nameros muito semelhantes de UFC e o mesmo fdiocaetd para o bago. Os niveis de
citocinas pulmonares proinflamatoéria e anti-inflabnias apresentaram-se semelhantes para

ambos os animais (Figura 1E).
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Figura 1. Avaliacédo da gravidade da doenca por contagem deroide Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC)/g de tecido (em lag em camundongos C57BL/6 iINOS KO (n=8) e
C57BL/6, WT (n=8) apos 2 (A), 6 (C) e 10 semanasd®infeccdo com 1 x 20eveduras
de P. brasiliensisinoculadas pela via i.t. As barras apresentamétias + EP dos grupos
ensaiados. Resultado representativo de dois expato® realizados com resultados
equivalentes. Quantificacdo de citocinas presamtesobrenadante de pulméo de animais
C57BL/6 WT e C57BL/6 INOS KO nas segunda e déciemssias apoés a infecgdo i.t. com
o P. brasiliensis(B,E). O asterisco* representa diferenca estatisticamente signifecant

(*P<0,05, ***P<0,001).



4.2 ESTUDO DA ATIVIDADE FUNGICIDA IN VITRO E DA PRO DUCAO DE H,0,E
NO POR MACROFAGOS ALVEOLARES DE CAMUNDONGOS iNOS KO E SEU
GRUPO CONTROLE APOS 2 SEMANAS DE INFECCAO

Para melhor caracterizarmos os estagios iniciai;mi@ggcao peloP. brasilienisem
animais iINOS deficientes e seu grupo controle WEglizamos o estudo da atividade
microbicida das células obtidas do lavado bronwedr (LBA) de ambas as linhagens de
camundongos apés 2 semanas de infecgdo. Forarmdetdos o numero de fungos viaveis
no LBA logo apos a sua obtencéo e apos 48 h deaulas células aderentes, com ou sem a
ativacdo pelo IFN-(10.000 pg/mL). Algumas culturas foram desafiatas oP. brasiliensis
na propor¢ao de 1:50, Pb:M@, e estudadas 48 hpdss a

Corroborando com os resultados obtidos com o numderaJFC do homogenato
pulmonar (Figura 1A), apo6s 2 semanas de infeccd@o, menor numero de células
leveduriformes foi recuperado dos LBAs de animidi®$ KO comparado ao grupo controle
WT (KO: 140+ 36,52, WT: 101& 139,16 fungos recuperados) (Figura 2A).

Devido aos resultados obtidos (Figura 2A), propuseos a realizar o estudo de outro
agente fungicida, que nao fosse derivado do nitiog@ue poderia explicar o0 menor nimero
de fungos no LBA dos animais deficientes de NO.t®@sodo, avaliamos a producao do
peréxido de hidrogénio, um importante radical dégémio, formado durante o “burst”
oxidativo de macréfagos alveolares. A Figura 2B tnaogjue tanto os macrofagos nao
estimulados (WT: 18,29 = 1,03, KO: 24,66 = 0,82 uddianto os macrofagos estimulados
com PMA (WT: 32,42 + 0,3, KO: 46,33 £ 2,09 uM) deiraais INOS KO produzem niveis
mais elevados deJ®, comparado as células do grupo WT.

Quando os macrofagos foram ativados com ji-Blemente os macrofagos de animais
WT, e ndo os de INOS KO, apresentaram expressivandicdo do numero de fungos
recuperados (WT: 921,67196,7, WT+IFNy : 122,5+ 17,97 fungos recuperados) em relacéo
aos macrofagos nao ativados. Além disso, concotaitaom esse resultado, os macrofagos de
animais WT ativados com IFN-apresentaram maior produgéo de NO (73125 pM) em
relagdo aos macrofagos nédo ativados£3)35 uM) (Figuras 2C e 2D, respectivamente).

Nas culturas de macrofagos, tratadas ou ndo corvy lfENe receberam um desafio
adicional de leveduras dre brasiliensisapés 48 horas de cultivo, foi caracterizado o mme



de UFC para ambos o0s grupos de animais estudadete Bhodo, uma elevada carga fungica
foi recuperada dos macrofagos de ambas as linhadémsra 2E). Quando o IFN-foi
adicionado as culturas, observamos mais ou vez oma@r atividade microbicida de
macrofagos dos animais WT, (WT: 232843, WT+ IFNy: 435+ 39 fungos recuperados),
em relacdo aos macréfagos nao ativados, 0 mesmemdo ocorrido com os animais iINOS
.Observou-se também maior producdo de NO por megwsf de animais WT quando
ativados pela citocina (WT: 108 1,39, WT+IFNy: 46,2+ 4,38 uM) (Figuras 2E e 2F,

respectivamente).

Pudemos observar entdo que, neste experimento skmanas apos infeccdo, os
macrofagos alveolares dos LBAs de animais defieeerte NO apresentam menor carga
fungica, e que apesar da auséncia na producdo deph@uziram niveis elevados de
peroxido de hidrogénio que poderia ter sido respagigpela maior atividade fungicida destas
célulasin vivo. Nossos resultados mostram ainda que somente i@gosdde animais
normais para iINOS podem ser ativados por {FiNgual € responsavel pela maior habilidade
fungicida desses macrofagos. Estes dados tambépresuggue a menor carga fangica
pulmonar dos camundongos iINOS-deficientes ndo pedatribuida a funcdo dos macréfagos
alveolares por mecanismo ativavel por lfzNAssim, outros mecanismos fungicidas, como a
producao de bD,, ou outros mecanismos microbicidas devem sersponsaveis pelo maior
controle do crescimento fungico dos macréfagos menas iINOS KO neste periodo de
infeccao.
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Figura 2. Na segunda semana de infeccdo, o lavado broncolaiv@.BA) de animais iNOS KO
possui uma menor carga fungica, mas os macrofdgeslares apresentam uma menor
atividade fungicida. (A) Namero de leveduras viadv@iumero de UFC) recuperadas de
LBAs de animais iNOS e seu grupo “wild type” (WT) C57BL/6, 2 semana®dam
infeccdo com 1 milhdo de leveduras Be brasiliensis (B) Producdo de 4D, por
macrofagos alveolares ndo estimulados e estimulzmosPMA de animais KO e WT. (C)
Leveduras viaveis recuperadas de macréfagos atesadaerentes estimulados ou ndo com
IFN-y (10.000 pg/mL) e cultivadosn vitro por 48 horas. (E) Leveduras viaveis
recuperadas de macrofagos desafiados ddmbrasiliensis. Macréfagos alveolares
aderentes obtidos apds 2 semanas de infeccdo festimulados ou ndo com IFN-
(10.000 pg/mL), desafiados com R brasiliensis(proporcdo 1:50 Pb: macréfagos) e
posteriormente cultivados por 48 horas. (D e F)eNivde NO nos sobrenadantes de
macrofagos alveolares desafiados (F) ou ndo (D) les@duras deP. brasiliensis As
barras representam as médias + EP do numero dd@&J8@nimais por grupo) * (P<0.05),
**(P<0.01) *** (P<0.001) comparado com os grupos WT



4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE FUNGICIDA IN VITRO E DA PRO DUCAO DE NO
POR MACROFAGOS ALVEOLARES DE CAMUNDONGOS iNOS KO E SEU
GRUPO CONTROLE APOS 10 SEMANAS DE INFECCAO

Apods o estudo da atividade fungicida de macrofadesolares de animais KO e WT
na segunda semana de infeccdo, e com 0 mesmo glootmma descrito, propusemos entao
avaliar a atividade fungicida dessas células narm@esemana de infeccdo onde verificamos
expressiva carga fangica pulmonar nos animais N@idetes, em relacdo ao grupo WT
(Figura 1D).

Assim, corroborando com os dados apresentadoguma fiD, a figura 3A mostra que
um maior numero de células leveduriformes foi recago dos macrofagos, ndo ativados ou
com adicdo de IFN; de animais iINOS KO em relagdo ao grupo controle WT:191,3+
21,11, KO: 354,2 22,9 fungos recuperados; WT+IEN45,3 + 1,15, KO+IFN: 302 + 31,3
fungos recuperados).

Quando os macrofagos foram ativados com i-Nrais uma vez, como visto na figura
2C, somente os macréfagos de animais WT, e nde d8@S KO, apresentaram expressiva
diminuicdo do numero de fungos recuperados (WT;3921,11, WT+IFNy : 45,2+ 1,16
fungos recuperados) em relacdo aos macrofagostivadas. Além disso, concomitante com
esse resultado, os macrofagos de animais WT aBvadm IFNy apresentaram maior
producdo de NO (89,549,57 uM) em relacdo aos macréfagos nédo ativadd2£31,96 uM)

(Figuras 3A e 3B, respectivamente).

Nas culturas de macrofagos, tratadas ou nao comy,llefde receberam um desafio
adicional de leveduras de brasiliensisap6s 48 horas de cultivo, foi caracterizado o mime
de UFC para ambos o0s grupos de animais estudadete Bhodo, uma elevada carga fungica
foi recuperada dos macrofagos de ambas as linhggeémsra 3C). Quando o IFN-foi
adicionado as culturas, observamos mais uma vez maiar atividade microbicida de
macrofagos dos animais WT, (WT: 478,34101,83, WT+ IFNy: 37,2 + 5,71 fungos
recuperados), em relacdo aos macrofagos ndo asivadoesmo ndo tendo ocorrido com 0s
animais iNOS". Observou-se também maior producdo de NO por rfaam$ de animais WT
quando ativados pela citocina (WT: 288,55, WT+IFNy: 98,44+ 10,38 uM) (Figuras 3C

e 3D, respectivamente).



Mais uma vez, nossos resultados mostram que sonmatedéfagos de animais

normais para iNOS podem ser ativados por {Fdqual é responsavel pela maior atividade

fungicida desses macrofagos que produzem niveiadds de 0xido nitrico.
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Figura 3. Na décima semana de infeccdo, os animais iINOS K@saptam um maior numero de

fungos recuperados dos macréfagos alveolares ds gpresentam uma menor atividade
fungicida. (A) Leveduras viaveis recuperadas de réfagos alveolares aderentes
estimulados ou ndo com IFN{10.000 pg/mL) e cultivadom vitro por 48 horas. (C)
Leveduras viaveis recuperadas de macrofagos desaf@mP. brasiliensis Macrofagos
alveolares aderentes obtidos apds 10 semanaseadednfforam estimulados ou ndo com
IFN-y (10.000 pg/mL), desafiados conPobrasiliensigproporgéo 1:50 Pb: macréfagos) e
posteriormente cultivados por 48 horas. (B e D)eidivde NO nos sobrenadantes de
macréfagos alveolares desafiados (D) ou ndo (B) weduras ddP. brasiliensis As
barras representam as médias + EP do numero dg@&J&@nimais por grupo) * (P<0.05),
**(P<0.01) e *** (P<0.001) comparado com 0s grupus.



44 ANALISE FENOTIPICA DE LINFOCITOS INFILTRANTES DE PULMAO DE
ANIMAIS iINOS KO E SEU GRUPO CONTROLE WT NAS SEGUNDA E DECIMA
SEMANAS DE INFECCAO

Analisamos o perfil do infiltrado de linfécitos dyrante as segunda e décima semanas
de infeccao pulmonar pef. brasiliensis nos pulmdes de animais INOS KO e seu grupo WT
isolados pela técnica de Percol e quantificadoscppometria de fluxo. Foram caracterizadas
as sub-populacbes T CD4T CDS8 e os marcadores de ativacdo CD@8e caracteriza
ativacdo celular precoce e CD2§ue é a cadeia do receptor de IL-2, caracteristico de
células ativadas.

Os resultados sdo apresentados em valor absolutéldias conforme descrito em
material e métodos (item 9). As barras represerameédias + EP dos grupos ensaiados.
Estes resultados referem-se a 2 experimentos cantados semelhantes. A analise no FACS
Calibur tomou por base o gate para linfécitos aersindo tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) celular.

A figura 4 mostra que camundongos INOS KO nas stmundécimas semanas de
infeccdo apresentam nimero aumentado de linf6titGO4" e T CD4ACD69" ativados, em
comparacao aos animais WT iNOS normais. Somentniosais KO apresentaram maior
nimero de células ativadas CD68os pulmdes durante a segunda semana de infeccio.
Observamos também grande niimero de linfécitos ssanelo o marcador de ativagdo CD25
nos pulmdes dos animais deficientes em comparaggoupo WT na fase aguda da infeccao.
Ainda houve aumento do nimero de linfocitos dulsitvos T CD4CD25" nos pulmdes de

animais deficientes de oxido nitrico em ambos o®ges estudados.

Analisamos também, durante estes experimentos,rfil pe linfocitos T CD8
infiltrantes de pulm&o para ambos os grupos deaisinos 2 periodos de infeccdo. Somente
no periodo de 2 semanas, de modo semelhante @o abtn linfocitos TCD4 o nimero das
células T CD8, de células que expressam marcador de ativacio ‘T®Eafocitos duplo
positivos T CD8CD69" ativados, foi maior nos animais KO do que nos aisnwWT. No
tempo mais tardio essa populacdo linfocitaria fanelhante para ambas as linhagens de
animais analisadas (Figura 4).

O aumento de células T ativadas nos animais iINOSKOncomitante com a menor
carga fungica pulmonar nesses animais no period® skemanas apos infeccdo. Por outro



lado, na décima semana, a maior carga fungica pamabservada nos animais deficientes
foi concomitante com um maior nimero de linfoci®s<D4", porém nédo de linfocitos T
CDS".
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Figura 4. Quantificacdo de linfocitos T CD4otais e ativados (CD&D69 e CD4CD25) e de
linfécitos T CD8 totais e ativados (CD8D69") presentes nos pulmdes de camundongos
KO (n=5) e seu grupo WT (n=5) nas segunda e désenzmnas de infeccdo com 1 ¥ 10
leveduras viaveis d@. brasiliensispor via i.t.. A expressdo de CH4CD8’, CD69 e
CD25' foi determinada por citometria de fluxo. O valosaloto de cada sub-populagéo é
apresentado como média + EFP<* 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001 estatisticamente
significante.



4.5 CARACTERIZACAO DA PRESENCA DE CELULAS T REGULADORAS DO
FENOTIPO T CD4'CD25'FoxP3" NO PULMAO DE ANIMAIS iNOS KO E SEU
GRUPO CONTROLE WT NAS SEGUNDA E DECIMA SEMANAS DE | NFECCAO

Analisamos a presenca de células T reguladoras'@DR6 FoxP3 no infiltrado
pulmonar de camundongos INOS KO e seu grupo W, tgéehica de citometria de fluxo. A
porcentagem de células TCIBD25FoxP3 foi obtida pela quantificacdo de células
triplamente positivas em gate de células T GIBR5". As populacbes de linfécitos totais,
linfocitos T CD4, TCD4'CD25" e células T CDACD25FoxP3 com relagcdo ao tamanho e
granulosidade dessas células, foram determinadasp@mwentagem utilizando “gates”

individuais.

A figura 5 mostra que na segunda semana de infea&wimero de células T
reguladoras em animais deficientes de Oxido nitiiccsemelhante ao do grupo WT. Vale
lembrar que neste periodo de infeccdo houve aunmtbnfécitos T CDZ e linfcitos
ativados T CDACD25" nos pulmdes de animais KO (Figura 4) podendo esdakas ter um
papel importante com relagcédo a menor carga fungib@onar observada neste momento da
doenca. Por outro lado, na fase crénica do nosstelmoobservamos aumento de células T
reguladoras nos pulmdes dos animais KO comparadpupm WT (WT: 2,6 £ 0,075%, KO:
4,6 £ 0,12%) (Figura 5). Este aumento de célulagilagloras durante o periodo de 10
semanas pos-infeccéo pode ter uma correlacdo coaiaa carga fungica pulmonar, além de
menor ativacdo do infiltrado linfocitario observados pulmdes dos animais deficientes de
NO.
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Figura 5. Frequéncia de linfocitos T CD@D25 FoxP3 presentes nos pulmdes de camundongos KO
(n=6) e seu grupo WT (n=6) nas segunda e décimarsmsnde infeccdo com 1 x°10
leveduras viaveis d@®. brasiliensispor via i.t.. A expressdo de linfécitos CIXD25
FoxP3 foi determinada por citometria de fluxo. O valEm porcentagem (%) de cada
populacéo é apresentado como média + EP<"3,01 estatisticamente significante.



4.6 ANALISE FENOTIPICA DE MACROFAGOS ALVEOLARES DE ANIMAIS iNOS
KO E SEU GRUPO CONTROLE WT NAS SEGUNDA E DECIMA SEMANAS DE
INFECCAO

O estudo de receptores de macréfagod,(MHC classe 1) e CD11b, como de
moléculas coestimuladoras CD80 (B7.1), CD86 (B&.2)D40, foi realizado para caracterizar
a presenca e ativacdo de macrofagos pulmonareandendongos KO e seu grupo controle
WT apo6s 2 e 10 semanas de infeccdo. A andlisesdeggerimentos foi feita no FACS
Calibur considerando o “gate” de tamanho (FSChegosidade (SSC) para macrofagos.

Foi feita a andlise da expressdo de CDIIED86 em macréfagos pulmonares em
ambos 0s grupos ensaiados, mas somente na segumadaasfoi vista um maior nimero de
macrofagos expressando CD11iED86 e ambos os marcadores CD1k CD86 nos

animais KO em relacdo ao grupo WT (Figura 6).

Obtivemos maior nimero de células expressando caaar CD80 em animais iNOS
KO nas segunda e décima semanas de infec¢do, pam@nmaior nimero de células no
infiltrado pulmonar nos animais KO na fase crérdcaque nos animais deficientes na fase
aguda. As células expressando CD&6 ambos os marcadores CD89 CD86 foram
observadas em maior niumero nos pulmdes de anin@iguando comparado ao grupo WT

somente na fase aguda.

A figura 6 mostra ainda a expresséo dos receptates de CD4d em macréfagos
pulmonares de animais deficientes de oxido nitdi@m como seu grupo controle WT. Na
fase aguda, foi observado significante aumentcétidas expressando de km animais KO.
Ja o nimero de macrofagos expressando CElOmaior em animais KO do que nos do
grupo WT nos 2 periodos estudados; mais uma veeratu-se um maior infiltrado celular
nos pulmdes dos animais KO na décima do que naadaggemana pos infeccdo. As células
duplo positivas [¥CD40" estiveram aumentadas nos animais KO com relac@mumm WT

s6 na fase aguda do nosso modelo.

Para melhor caracterizarmos as populacbes de ragosdfe células dentricas, foi
realizado um “gate” para macréfagos em CO'PI®D8J"" e um “gate” para células
dendriticas em CD118"CD86"" na segunda semana de infeccéo. A figura 6.1 mqsea

somente os macréfagos apresentaram-se em numeeniadm no infiltrado pulmonar de



animais NO deficientes com relagdo ao grupo caati©l nimero de células dendriticas foi

equivalente em ambas as linhagens de camundongos.

Na segunda semana de infec¢do, como visto paiafésitos infiltrantes de pulmao,
observamos aumento significativo destes marcadieeasiperficie em macréfagos de animais
deficientes de oOxido nitrico. Ja& na décima seman#@jora a maioria dos macrofagos de
animais KO encontrava-se pouco ativada, com relaggomacréfagos da segunda semana,
pudemos observar um maior infiltrado celular nosm@es destes animais durante este
periodo da doenca.
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Figura 6. Quantificacdo de macréfagos infiltrantes de pulm&pressando os marcadores CD11b,
CD86', CD8J, 1&® e CD40 de camundongos KO (n=5) e seu grupo controle WE)nas
segunda e décima semanas de infeccdo com dleveduras viaveis de. brasiliensigpor
via i.t.. A expressdo de CDI11b CD86, CD8CU, I&® e CD40 foi determinada por
citometria de fluxo. O valor absoluto de cada sopypacdo € apresentado como média +
EP.* P< 0,05,**P< 0,01,*** P< 0,001 estatisticamente significante.
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Figura 6.1. Quantificacdo de macréfagos CDI{ICD80™" e de células dendriticas
CD11¢""CD86"™" infiltrantes de pulmaale camundongos KO (n=5) e seu grupo
controle WT (n=5) na segunda semana de infeccéoloot( leveduras viaveis de.
brasiliensispor via i.t.. A expressdo de CDTPICD80"" e de CD11%"CD86"™" foi
determinada por citometria de fluxo. O valor abgplde cada sub-populacéo é
apresentado como média + EP< 0,05, estatisticamente significante.



4.7 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DA CITOCINA TNF- « NA GRAVIDADE DA
DOENCA

Na fase aguda do nosso modelo, 2 semanas de iofedggervamos que oS animais
deficientes de éxido nitrico apresentavam baix@adfingica pulmonar acompanhada de
altos niveis de TNIe-(figuras 1 A, B) comparado ao grupo WT. Deste mgutopusemos o
estudo da deplecdo desta citocina proinflamatdsianmsso modelo de infeccédo, ja que a
mesma poderia exercer um papel importante no dentebcarga fungica e desenvolvimento

da imunidade dos animais iINOS KO.

O resultado a seguir refere-se ao experimentozesli com a inoculagéo de 1 x°10
leveduras viaveis de. brasiliensigor via intratraqueal (i.t.) nos animais C57BL/6GS KO
(KO) e C57BL/6 (WT). Esses animais foram tratados:@ com anticorpo monoclonal anti-
TNF-a na concentragdo de 250 pg/0,5 mL via i.p. nos @igs horas antes da infeccéo), 6 e
12 de infec¢do. Grupos de camundongos KO e WT tamfbéam tratados com IgG normal

de rato, 250 pg/0,5mL via i.p., nos mesmos didzadios para o anticorpo monoclonal.

A figura 7A mostra que o tratamento com o anticaapt-TNF nos animais iNOS
KO (3,77 £ 0,34 log) levou a carga fungica pulmonar equivalente aquelgrdpo WT IgG
(4,52 £ 0,31 logy) na segunda semana de infeccdo. Assim, observaneos floqueio da
citocina proinflamatéria TN aumentou a carga fungica nos animais deficientedxilo
nitrico, demonstrando que a neutralizacdo desteach@dabole a diferenca da carga fangica
entre animais KO e seu grupo WT néo depletadoobservada disseminacao para figado e
baco, mas sem diferenca estatisticamente significgRigura 7A). Como esperado e
demonstrado na figura 1A, os animais KO IgG (3,2%,32 logo) tém carga fangica
pulmonar inferior a dos animais WT 1gG (4,51 + 0l8d:0). Apds 2 semanas de infeccao, a
auséncia de oOxido nitrico nos animais KO depletatbodNFea (3,77 £ 0,34 log) , induz
carga fungica pulmonar inferior aquela observadaaromais WT tratados com anti-TNF-
(4,85 £ 0,27 logy).

Como nossos resultados de fase cronica da doeraga fealizados na décima semana
de infeccado, planejamos inicialmente caracterizgrazidade da doenca dos animais KO e
WT tratados com anti-TNEk-e IgG normal neste periodo poés infeccdo. Porépartr do



primeiro més de infeccdo os camundongos KO anti-&tNR=6) comecgaram a morrer nao

sendo possivel realizar o experimento na décimasam

Deste modo, apresentamos na figura 7B a recupexdgdongos vidveis na oitava

semana de infeccéo dos animais KO e WT tratadosacirT NF-o € seu grupo IgG normal.

A figura 7B mostra que, como esperado na oitaveasarde infec¢do, os animais KO
IgG (5,9 £ 0,25 logy) apresentaram numero maior de fungos nos pulmdes guepo WT
IgG (4,3 = 0,54 logy). A deplecdo do TN levou ao aumento de fungos nos pulmdes de
ambos os grupos (KO: 6,1 + 0,41 {ggWT: 5,14 + 0,19 log), ndo resultando, porém, em
diferenca estatisticamente significante entre omas tratados e n&o tratados. Os animais

KO anti-TNF tiveram carga fungica semelhante a dos animaisgO

Dos seis animais KO infectados e depletados de d,N¥eémente um sobreviveu na
décima semana pos-infeccdo (Figura 7C). Um anim@takti-TNFa sobrevivente foi
sacrificado na décima semana de infec¢do e analigaanto a carga fungica. Os pulmdes,
figado e baco apresentavam-se com lesdes endweeidesbranquicadas sob inspecao
macroscopica. Deste animal foi feita a analiseopablogica das lesbes de pulmao, figado e
baco corados com hematoxilina e eosina. No I6buéitd dos pulmdes observou-se presenca
de lesédo frouxa, com infiltrado linfocitario disper com necrose por todo o parénquima
pulmonar, além de grande numero de fungos. Houkmalgdo de infiltrado celular com
presenca de neutréfilos sem a organizagdo dasslemdegranulomas. A lesdo hepética
apresentou-se com necrose, deposicao de matracektiar na porgcdo mais externa, além da
presenca de fungos e neutréfilos. No baco houvebdemnecrose, deposicdo de matriz

extracelular, além de fungos e neutréfilos (dadmsmostrados).

Foram sacrificados dois animais WT-anti-TMFsobreviventes e feita a analise
histologica de pulméao, figado e baco. Observourssepca de grande nimero de fungos nos
pulmdes com presenca de células gigantes e néostdd baco apresentou lesdo com grande
guantidade de fungos e presenca de células gig@tiégado, além da grande quantidade de

fungos, apresentou aspecto normal do parénquindagdgio mostrados).

Estes dados demonstram que a deplecdo de alldBrece exercer um efeito
exacerbador da doenga mais marcante em animais K@% o que nos controles iINOS

normais.
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Figura 7. (A e B) Avaliacdo da gravidade da doenca por gmrta do numero de Unidades
Formadoras de Coldnias UFC/g de tecido (emygjogo pulméo, figado e baco em
camundongos KO (n=8) e WT (n=7) apdés 2 e 8 semdeamfeccdo com 1 x %0
leveduras d€. brasiliensisnoculadas pela via i.t. e tratados com 250 ugtil,5de anti-
TNF-a, por via i.p. nos dias 0, 6 e 12 de infec¢ao.nmfms KO (n=8) e WT (n=7) foram
tratados com IgG normal de rato ha mesma concéuatraglias como controle adicional.
As barras representam as médias + EP dos grupasaéos. O asterisco (*) representa
diferencga significante (* P<0,05). (C) Efeito dgl#g&o do TNFx no tempo de sobrevida
de camundongos iNOS KO (n=6) e os grupos WT (nrfgctados com 1 x f0eveduras
de P. brasiliensisnoculadas pela via i.t.. O asterisco (*) repreaatiferenca significante
(* P<0,05; KO anti-TNFe. x WT anti-TNFe; KO anti-TNFe x KO IgG). Experimento
repetido 2 vezes.



4.8 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DA CITOCINA TNF- o NA PRODUCAO DE
CITOCINAS PULMONARES E HEPATICAS

Apés avaliarmos a gravidade da doenca em animaise KT depletados de anti-
TNF-0, decidimos verificar se esta deplecdo poderiaaalte perfil de citocinas pro e anti-
inflamatorias produzidas por estes animais na skEgygemana de infeccdo. Para tanto, os
sobrenadantes de pulmdes e figado obtidos duranégperimentos para a quantificacdo de

UFC foram conservados a =70 e utilizados para a pesquisa de citocinas.

A figura 8 mostra que a neutralizacdo de TdNFesulta em diminuicdo dos niveis de
IFN-y pulmonar em animais KO em relagdo ao grupo WT émbepletado (WT anti-TNF-
a: 4367,31 £ 542,75, KO anti-TNé&-2888,53 + 136,68 pg/mL). Ainda, essa deplecaouev
ao aumento dos niveis de T@Hpulmonar em animais KO com relagdo ao grupo KO nao
depletado (KO anti-TNFk: 4697,39 = 162, KO IgG: 3630,34 + 128,52 pg/mLar&ambas
as linhagens, ndo observamos alteragfes dos mi@eldNFo, IL-12 e IL-10 entre animais
tratados e nao tratados com anti-T6dlFPudemos observar ainda que neste momento da
infeccdo, os animais KO controle, apresentaramsiaugnentados de TN&{WT IgG: 4875
+ 199,31, KO IgG: 5655,19 + 138,63 pg/mL) e dimohns de TGH (WT IgG: 4312,53 +
101,69, KO IgG: 3630,35 £ 128,52 pg/mL) nos pulmées relacdo ao grupo WT controle
(Figura 8). Assim, niveis elevados de Thlfe-diminuidos de TGB-pulmonares de animais
KO controle corroboram com a menor carga fungicampoar, aumento do infiltrado
leucocitario e frequéncia equivalente de célulasguiladoras nos pulmdes desses animais em

relacdo ao grupo WT (Figuras 1A, 4,5 e 6).

Ainda na figura 8 podemos observar que a deple@olNFo acarretou em
diminuicdo dos niveis de IFiN-hepético nos animais KO depletados com relacagramo
KO controle (KO anti-TNFe: 7795,99 + 335,76, KO IgG: 8786,28 + 208,89 pg/nara as
demais citocinas, TNEk; IL-12, IL-10 e TGFB, a deplecdo de TN&-ndo resultou em
diferenca estatisticamente significante em relagés grupos nao tratados. Observamos
também que quando a doenca € menos grave na fzd& laguve, nos animais KO controle,
aumento dos niveis hepaticos de HFNWT IgG: 7878,23 + 179,35, KO IgG: 8786,28 +
208,89 pg/mL) e de IL-12 (WT IgG: 2645,76 + 68,840 1gG:2901,19 + 43,86 pg/mL) com
relacéo ao grupo WT controle (Figura 8).
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Figura 8. Quantificagdo de citocinas presentes no sobratadke pulméo e figado de animais WT

(n=7) e KO (n=8)ap6s 2 semanas de infeccdo com 1 %l&Geduras de®. brasiliensis
inoculadas pela via i.t. e tratados com 250 ugtil,5de anti-TNFe, por via i.p. nos dias 0,
6 e 12 de infecgdo. Animais KO (n=8) e WT (n=7pfa tratados com IgG normal de rato
na mesma concentracdo e dias como controle adiciamdarras representam as médias +
EP dos grupos ensaiados. O asterisco (*) represifste@nca estatisticamente significante
(*P<0,05,* P< 0,01).



49 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DA CITOCINA TNF-a NAS SUB-
POPULACOES DE LINFOCITOS INFILTRANTES DE PULMAO DE
CAMUNDONGOS iNOS KO E WT

Como o TNFe controla a alteracdo de endotélio e migracdo aelphra focos
inflamatorios, consideramos importante o estudanditirado linfocitario nos pulmdes dos

animais depletados de TNFRa segunda semana pos-infecgao.

A figura 9A mostra que a deplecédo de ThFde maneira surpreendente, resultou em
um aumento expressivo do nimero de linfocitostmafites de pulm&o, T CDAT CDS, T
CD69" e T CD25 tanto de animais iNOS KO quanto dos animais WThdaacomparados
aos seus respectivos controles tratados com Ig@atoAinda, como visto anteriormente, 0s
animais KO IgG apresentam aumento significanteedelsfocitos em relacédo ao grupo WT
IgG.

A deplecdo de TNIle- resulta em numeros equivalentes de células noagesl de
ambas as linhagens, isto &, abole as diferencald&ridade pulmonar entre os animais

normais e iNOS deficientes.

Resultados semelhantes foram observados parafésittis ativados duplo positivos
T CD4'CD69 e T CD8CD69' no infiltrado pulmonar de ambas as linhagens testambm
anti-TNF-a com relacdo aos controles IgG normal (Figura $8). outro lado, somente o
grupo WT tratado resultou em aumento significamtdinfocitos T CD4CD25 nos pulmdes
em relacdo ao seu controle WT IgG normal. Os asind® IgG apresentaram aumento

significante dos linfocitos TCOED69" pulmonares comparado ao grupo WT IgG.
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Figura 9. Quantificacdo de linfécitos TCD4 TCD8, TCD69Y, TCD25, totais (A) e ativados
(CD4'CD69", CD8CD69Y’, CD4'CD25) (B) presentes nos pulmdes de camundongos KO
(n=5) e seu grupo WT (n=5) tratados com anti-Td\(50 pg/0,5 mL, dias O, (-4h antes da
infeccdo) e dias 6 e 12 pods infeccdo) e IgG nodealato na segunda semana de infeccao
com 1 x 16deP. brasiliensigor via i.t.. A expressdo de CH4£ D8, CD6Y e CD25 foi
determinada por citometria de fluxo. O valor absptle cada sub-populacdo é apresentado
como média + EP. *P< 0,01,***P< 0,001 estatisticamente significante.



4.10 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DA CITOCINA TNF- o NOS MACROFAGOS
INFILTRANTES DE PULMAO DE CAMUNDONGOS iNOS KO E WT

A deplecédo de TNF-levou ao aumento do infiltrado inflamatorio de ndéagos
ativados para os pulmdes de ambas as linhagenamendongos na segunda semana de
infeccdo (Figura 10A). Assim, os camundongos iN@8mnais, WT, depletados de TNF-
apresentaram em relacdo aos seus controles trataoslgG um aumento de células
CD11b, CD11d, 1&”*, CD40 e CD80J. O mesmo ndo ocorreu para CD86. Nos animais
INOS deficientes depletados apresentaram numeroerstado de macréfagos que
expressavam CD11pCD11¢ e CD80 quando comparado ao nimero de macréfagos dos
animais KO IgG. Além disso, estavam também em nanaementado as células duplo
positivas CD11HCD80" e CD401a”* de ambas as linhagens de animais tratadas com anti
TNF-a com relacdo as linhagens IgG (Figura 10B). Novdaee® marcador CD86 ndo se

apresentou em numero mais elevado com a deplecCBNfele.
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Figura 10. Quantificacdo de macréfagos infiltrantes de pulregpressando os marcadores CD11b
la®, CD11¢, CD4C, CD80 e CD86 (A) e das células duplo positivas CDICBS0,
CD40'1a” e CD11¢CD86' (B), de camundongos KO (n=5) e o grupo WT (n=&)aios
com anti-TNFe (250 pg/0,5 mL, dias 0, (-4h antes da infeccaalias 6 e 12 pds
infecgdo) ou IgG normal de rato na segunda semanmfdcgdo com 1 x fale P.
brasiliensispor via i.t.. A expressédo de CD11ke’, CD11¢, CD4J, CD8U e CD86 foi
determinada por citometria de fluxo. O valor absplde cada sub-populacdo é
apresentado como média + EP.P«0,05 ** P< 0,01,***P< 0,001 estatisticamente
significante.



4.11 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES DE ANIMAIS iNOS KO E
SEU GRUPO WT TRATADOS COM ANTI-TNF-a NA OITAVA SEMANA DE
INFECCAO

Um parametro adicional para avaliar o papel do TMB&-gravidade da doenca foi a
analise histopatoldgica dos pulmdes dos animais eBMNOS KO realizada apos a oitava
semana de infeccdo pel. brasiliensis.Como controle, grupo de animais de ambas as
linhagens foram tratados com IgG normal (Figura BF) figuras 11A e 11B mostram os
pulmdes de animais WT e KO nao infectados, resgmutnte. Os cortes foram submetidos a
coloracdo por hematoxilina-eosina (H&E), para ideatcdo celular, e impregnacao pela
prata metenamina, Groccot, para melhor identificagdlocalizacdo dos fungos no corte

histolégico.

A neutralizagaoin vivo de TNF:{parece nao acarretar em grandes alteragcdes nas
lesbes de animais WT, uma vez que estes camundghgepresentavam lesdes mal
organizadas mesmo antes da deplecao (Figuras E); Qeste grupo observou-se grande
quantidade de fungos, 0s quais, entretanto, aparexsritos no centro das lesdes (Figuras 11
D, F). Nos camundongos WT depletados as lesOess@ar situadas entre 0s septos
interlobulares, peribronquiolares com distribuig@i@gular pelo parénquima. Nao houve
formacao de granulomas caracteristicos, nem angaskestacada de plasmaécitos, neutrofilos

ou eosinofilos.

Ja os animais KO tratados com IgG normal apressantdesfes organizadas em
granulomas bem formados com intenso afluxo de aluiflamatdrias as quais parecem
controlar a disseminagéao fungica nos pulmdes (Bg)@, H). Os granulomas apresentam-se
grandes e coalescentes localizados nos septowintiares em regido peribronquiolar. Essas
lesGes eram constituidas por porcado necrotica alteorm grande quantidade de fungos
circundados por células epitelidides, moderado marde células gigantes multinucleadas e
um manto de linfécitos. Os fungos visualizadosdamthematoxilina & eosina quanto pela
coloracéo de Groccot sdo grandes, com multiplasulggies e eventual aspecto em roda de
leme. O processo inflamatério estd presente em #odxtensdo do corte, mas como ja
descrito, ocupando preferencialmente os septoddhtdares. Por outro lado, a deplegéo
vivo de TNFea nos animais KO resultou em lesbes pouco orgarszgdguras |, J) abolindo o
aspecto original de granulomas bem formados e tegifsticos vistos nas lesées pulmonares



dos animais KO tratados com IgG normal. Aqui, geargiantidade de fungos € vista

espalhada por todo o parénquima pulmonar (FigukdsJ).



Figura 11. Fotomicrografias de pulmdes de animais ndo inflestaq WT: A, KO: B) e de lesbes
pulmonares de animais C57BL/6 tratados com IgG abwT: C,D; KO: G,H) e
animais C57BL/6 depletados de TNFWT: E,F; KO: I,J) na oitava semana pos
infeccdo com 1 milh&o de leveduras viaveisPdéorasiliensis.Em ambas as linhagens
tratadas com anti-TNE- (E,F,l,J) desenvolveram-se les6es pouco orgarszactam
grande quantidade de fungos ocupando quase todarénquima pulmonar. H&E
(A,B,C,E,G,l) e Groccot (D,F,H,J), (100X). Barras escalas= 50 pum.



4.12 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DE LINFOCITOS T CD8 NA CARGA
FUNGICA PULMONAR DE CAMUNDONGOS iNOS KO E SEU GRUPO WT

Como anteriormente descrito, verificamos que apssn2anas de infec¢cdo, os animais
deficientes de Oxido nitrico apresentaram baixagacafingica pulmonar (Figura 1A)
acompanhada de aumento do nimero de linfocitos 8" @Egura 4) comparado ao grupo
WT. Por outro lado, a doenca mais grave na décamesa foi associada ao pequeno namero
de linfocitos T CD8 nas lesBes. Estes dados levaram-nos a estudeito @d deplecdo de
linfécitos T CD8 na fase aguda do nosso modelo de infecgdo. Levasta hipdtese de que
os linfécitos T CD8 pudessem ter um papel importante no controle dgac&ingica

pulmonar na segunda semana de infeccdo dos ardefaientes de NO.

O resultado a seguir refere-se ao experimentozesili com a inoculagéo de 1 x°10
leveduras vidveis dB. brasiliensispor via intratraqueal (i.t.) nos animais iINOS KQO\F.
Os animais foram tratados ou ndo com anticorpo klonal H-35 purificado, anti-CD8, na
concentracdo de 200 pg/0,5 mL, via i.p., nas 48 bhd2as antes da inoculacéo de leveduras
do P. brasiliensise nos dias 6 e 12 poés infeccdo com 150 pg/0,5vmlj.p.. O grupo
controle de ambas as linhagens foi inoculado cagnrigrmal de rato nos mesmos dias e na
mesma concentragdo protéica do anticorpo monocléy@ds 2 semanas de infeccdo foi
analisado o numero de UFC (pulméo, figado e bagepdupos de animais ensaiados.

A figura 12 mostra que o tratamento com o anticapt-CD8 aboliu a diferenca de
carga fungica entre animais KO depletados com &elaps animais WT controle (IgG). O
anico grupo que permaneceu com valor menor do raieerUFC pulmonar foi o KO-IgG

comparado ao WT-IgG.

Assim, observamos que o a neutralizacdo de lim®cik CD8 aumentou a carga
fungica nos pulmbes dos animais deficientes de odxidrico, demonstrando que essa
populacao linfocitaria possui importante papel ootwle da carga fungica pulmonar dos
animais KO. Foi observada disseminacdo para figaddaco, mas sem diferenca

estatisticamente significante entre os grupos deas analisados (dados ndo mostrados).
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Figura 12. Avaliacdo da gravidade da doenca por contagemidwero de Unidades Formadoras de
Colbnias UFC/g de tecido (em lgpgnos pulmdes de camundongos KO (n=8) e WT (n=7)
ap6s 2 semana de infeccdio com 1 %lé@eduras d@. brasiliensisnoculadas pela via i.t.
e tratados pela via i.p. com 200 ug/0,5 mL de @b8 (48 e 24 horas antes da inoculacao)
e 150 pg/0,5 mL (dias 6 e 12) apods infeccdo. ArsméD (n=8) e WT (n=7) foram
tratados com 1gG normal de rato na mesma concéuatraglias como controle adicional.
As barras representam as médias + EP dos grupaseéos. O asterisco (*) representa

diferenca significante (* P<0,05).



4.13 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DE LINFOCITOS T CD8 NOS LINFOCITOS
INFILTRANTES DE PULMAO DE CAMUNDONGOS iNOS KO E SEU GRUPO WT

Ao contrario do que ocorreu com a deplecdo de ®&NB- deplecdan vivo de
linfocitos T CD8 resultou em reducdo significativa de todas as psyladacdes T nos
pulmbes dos animais deficientes de oxido nitriamjuanto que somente alterou a sub-
populacdo T CD8 nos animais iINOS normais. Assinigara 13 A mostra que para o0s
animais KO depletados essa diminuigdo celular gédebservada para os linfécitos T CD4
T CDS8' e para os linfécitos ativados expressando C268D25. O grupo WT depletado de
CD8 apresentou somente reduc&o do infiltrado déditos T CD8 em relagdo ao grupo WT
controle (IgG normal). Ainda na figura 13A podeassificar que o infiltrado de células
pulmonares (T CD4 T CD8 e T CD69) continua aumentado nos animais KO 1gG quando
comparados aos do grupo WT IgG. Somente a populdedmfocitos CD25 mostrou-se
aumentada no infiltrado pulmonar dos animais WTi-@bi8 comparados aos KO também
depletado de CDS8.

Quando analisamos as populacbes duplo positivanfieitos, (Figura 13B), o
infiltrado pulmonar dos animais KO tratados comi-@R8 mostrou nimero reduzido das
populacdes T CDLD69 e T CDECD6Y com relagdo aos animais KO IgG. Ja nos animais
iINOS normais, essa deplecdo reduziu o nimero fietios T CD8CD69" e T CD4CD25,
em relagdo ao grupo tratado com IgG. As células omrcador de ativacdo CDb6para
CD4" e CD8 continuam aumentadas nos animais KO IgG quandaados aos WT IgG.

E, ainda, os linfocitos T CDED69 encontram-se em ndmero reduzido nos animais KO
tratados com anti-CD8 em relac&o ao grupo WT tamiEpretado.
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Figura 13. Quantificacdo de linfocitos TCD4 TCD8, TCD69, TCD25, totais (A) e ativados
(CD4'CD69', CD8'CD69, CD4CD25) (B) presentes nos pulmdes de camundongos
KO (n=5) e seu grupo WT (n=5) tratados com anti-G2&0 ug/0,5 mL, -48 e -24h antes
da infeccdo e 150 ug/0,5 mL, dias 6 e 12 pos idf@ce IgG normal de rato na segunda
semana de infeccdo com 1 x°H@ P. brasiliensispor via i.t.. A expressdo de Ch4
CD8', CD69 e CD25 foi determinada por citometria de fluxo. O valbsaluto de cada
sub-populacdo é apresentado como média + ER. 05, ** P< 0,01,***P< 0,001
estatisticamente significante.



4.14 EFEITO DA DEPLECAO IN VIVO DE LINFOCITOS T CD8 NOS
MACROFAGOS INFILTRANTES DE PULMAO DE CAMUNDONGOS iN OS KO E
SEU GRUPO WT

A figura 14A mostra que o tratamento com anticogmi-CD8, resultou em uma
diminuicao significativa no infiltrado de macrofagpulmonares somente dos camundongos
deficientes de Oxido nitrico e ndo do grupo INOSmas na segunda semana poés-infeccao.
Podemos observar essa reducdo do nimero de magofag expressam CDI1hd,
CD11¢" CD40", CD80G e CD86 nos animais KO tratados com anti-CD8 comparado ao
grupo KO IgGAinda nesta figura podemos verificar o menor nuntereélulas expressando
estes marcadores, com excec¢do de CDBOs animais KO em relacdo aos WT, ambos
depletados de anti-CD8.

Ja o estudo dos macrofagos duplo positivos denmngtre as células CD1XDDSC',
CD40'Ia” e CD11&CD86', continuam reduzidas nos animais deficientes @dritados com
anticorpo anti-CD8 em relacdo aos KO tratados cg®@ hormal. Esses animais KO
depletados continuavam apresentando reducéo daasc€@D40la” e CD11¢CD86’, em
relacdo ao grupo WT também depletado (Figura 14 B).
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Figura 14. Quantificagdo dos macro6fagos infiltrantes de polm&pressando os marcadores CD11b
la®, CD11¢, CD4C, CD8C e CD86 (A) e das células duplo positivas CDICBS0,
CD40'1a” e CD11&CD86' (B), de camundongos KO (n=5) e seu grupo WT (itreiidos
com anti-CD8 (250 pg/0,5 mL, -48 e -24h antes fecigéio e 150 pug/0,5 mL, dias 6 e 12
pos infeccdo) e IgG normal de rato na segunda semarinfeccdo com 1 x i6e P.
brasiliensispor via i.t.. A expressdo de CDI11ks’, CD11¢, CD40, CD8U e CD86 foi
determinada por citometria de fluxo. O valor absplde cada sub-populacdo é

apresentado como média + ERR<* 0,05, ** P< 0,01,***P< 0,001 estatisticamente
significante.



5 DISCUSSAO

Nosso estudo com animais deficientes da enzimabagxidico sintase induzida (iNOS
KO), responsavel pela producgéo de oxido nitrico éuena importante molécula microbicida
contra inUmeros patdégenos, demonstrou que estesai@ndesenvolviam comportamentos
opostos no curso da infeccdo pBlaracoccidioides brasiliensidNa fase aguda, na segunda
semana de infec¢cdo, os animais INOS KO mostrara@ mmenor carga fungica pulmonar
guando comparada ao grupo controle. Além dissmivass de TNFe estavam aumentados
nos pulmdes destes animais deficientes de INOSmA$smvia a sugestdo de que a citocina
proinflamatéria  TNFe. poderia compensar a auséncia de uma importantecuoial
microbicida para a eliminacdo d®. brasiliensis.Trabalhos realizados anteriormente em
nosso laboratério mostraram que animais resistet®s brasiliensigproduziam altos niveis
de TNFea e baixos niveis de NO, enquanto que animais stigseep apresentavam
comportamento contrario ao dos animais resistetggla neste trabalho, utilizando um
inibidor da sintese de NO, a aminoguanidina, \@mfise que a mesma induzia o aumento
dos niveis de TNk produzidos por macrofagos peritoneais de animaiscetiveis
(NASCIMENTO et al., 2002).

No decorrer da doenca, na sexta semana de infemgéervamos que a carga fungica
pulmonar dos animais NO-deficientes foi equivalentto grupo controle, demonstrando que
com o tempo, a presenca de 6xido nitrico parecérgmrrtante para conter o crescimento
fungico.

Ja na fase crbnica da infeccdo, na décima semaba&tamto, a auséncia de NO
propiciou a reversdo do quadro da doenca obsermagosegunda e sexta semanas, e
determinou carga fungica pulmonar maior que a dosas controle. Neste momento a
citocina TNFe, que antes encontrava-se aumentada nos pulmdeshoais KO, encontra-
se em niveis pulmonares semelhantes em ambos pesgruAssim, verificamos que no
decorrer da PCM pulmonar o oxido nitrico parecedsgpensavel para o controle da carga
fungica nos pulmdes na fase aguda da doenca, porgantante nos momentos mais tardios
onde essa deficiéncia levou a infeccdo mais grAlMen disso, pudemos observar também
que a doenca menos grave era relacionada a predengaveis aumentados de TNF-
pulmonar, e no quadro mais grave da infeccdo e$sein@a mostrou-se equivalente nos

pulmdes de ambos o0s animais.



Resultados semelhantes ao nosso modelo de infegg&ta mostraram, na segunda
semana de infeccdo pelgporotrix schenkiique a doengca era menos grave com menor
namero de UFC nos pulmdes e niveis elevados de ol Nimonar nos animais iNOS KO
comparado ao grupo controle. Ainda, a auséncia @e eka associada ao aumento da
proliferac@o celular e diminuicdo do numero de leSlapoptoticas com relagdo aos animais
INOS normais (FERNANDES et al.,, 2008). No modelo idéeccdo aguda peld.
tuberculosis a deficiéncia de NO levou a doenca menos gradra de niveis aumentados de
IFN-y no plasma dos animais deficientes (MACMICKING dt, a997). Trabalho
desenvolvido por Millar et al. (1999) mostrou quenaais INOS KO infectados pdr. brucei
apresentavam menor parasitemia a partir do quéaatael infeccdo, niveis aumentados de
IFN-y em células esplénicas, e aumento da respostpiatifierativa quando comparado aos
animais controle. Estudos adicionais relativos amportamento de animais deficientes de
INOS mostraram na infeccdo pbt. avium mais uma vez, menor numero de UFC nos
pulmdes, niveis elevados de IFNsérico, aumento de células T CDebplénicas em animais
deficientes de NO em relacdo aos animais norm&@®OMES et al., 1999). Assim, varios
estudos com diferentes agentes infecciosos mastrqua no inicio da infec¢cdo parece haver
mecanismos compensatérios para a eliminacdo daygaidéindependentes da atividade
microbicida atribuida ao 6xido nitrico.

Em recente trabalho, Carmo et al. (2006) mostratara mondcitos humanos,
infectados peloP. brasiliensis e ativados com TNEk; apresentavam maior atividade
fungicida do que as células nédo ativadas por &NFque este mecanismo era dependente da
producdo de radicais de oxigénioyQd4, e ndo de éxido nitrico, uma vez que a inibicdo do
peréxido de hidrogénio pela catalase reduzia adatie fungicida desses mondcitos. Niveis
pouco significativos na reducdo da capacidade tighgiforam atribuidos ao 6xido nitrico
quando se utilizou um inibidor da enzima iINOS, 3MMLA. O mesmo comportamento
microbicida diante a®. brasiliensisfoi visto com neutréfilos polimorfonucleares hurnan
que apresentavam melhor atividade fungicida quatigados por IFNy, TNF-o ou GM-CSF
e essa atividade fungicida era abolida quando seomdvam inibidores da acdo dos
metabolitos do oxigénio, ou seja, a catalase (quelm HO,) e superoxido dismutase
(bloqueio dos anions superéxido, O (RODRIGUES et al.,, 2007). Em concordancia,
Gonzalez et al. (2004) mostraram que macrofagasopeais de animais infectados ger
brasiliensis ativadosin vitro com TNFe, apresentavam mecanismo fungicida independente
do oxido nitrico e que o TNE&-era importante mediador na inibicdo da transigidade de

conidio (ndo infectante) para a fase levedurifofpaogénica) do fungo.



Em modelo de infeccdo peld. capsulatummostrou-se que 0s mondcitos humanos
apresentavam melhor atividade fungicida quandaadts com IFNy e que a mesma era
dependente da acdo dos anions superéxido (BRUMMER, €991).

Um mecanismo compensatorin,vivo, no controle inicial dd. gondiifoi atribuido a
presenca e acdo dos PMN nos animais iNOS KO, umgue o uso do anticorpo monoclonal
anti-PMN diminuia a sobrevida destes animais. & fabnica, por outro lado, os animais
KO apresentavam menor sobrevida devido ao aumemtaudhero de cistos no cérebro,
infeccdo e necrose exacerbada, demonstrando assmpaxtancia do NO no controle e
disseminacéo da doenca na fase crénica (SCHARTORSKIEN et al., 1997).

Em elegante trabalho, Bocca et al. (1998) mostrayaeno tratamento com inibidor da
INOS, Nitro-Arg, levou a maior proliferacédo de liaftos esplénicos e niveis aumentados de
TNF-o do sobrenadante de cultura de macréfagos peritoadaroncoalveolares. Na décima
semana de infeccdo pefo brasiliensis apesar da maior carga fungica pulmonar observada
nesses animais tratados, a area das lesGes pués@rarmenor e organizada em granulomas
pequenos e coalescentes que continham a grandefdagica no sitio primario da infeccao.

Se 0 Oxido nitrico é dispensavel nos primeiros muaoseda doenga, como vimos no
nosso modelo e em varios outros de infec¢ao, riogeemais tardio, a auséncia de NO leva a
falta do controle de crescimento do patdégeno. Aspodemos observar um efeito temporal
da importancia do 6xido nitrico em diferentes fataeffeccao.

Para melhor entender nosso modelo experimentasjdenramos importante o estudo
da atividade fungicida dos macréfagos alveolareardmais deficientes de NO, durante as
segunda e décima semanas de infeccdo. Nossos £stwdimo com macréfagos alveolares,
de animais de ambas as linhagens na segunda semamf@ccdo, mostraram mais uma vez
menor numero de fungos recuperados das vias aéeeaanimais deficientes de NO,
comparado ao grupo controle. Por outro lado, acideftia de Oxido nitrico resultou na
auséncia de aumento na atividade fungicida dosafeagws quando ativados com IRNO
mesmo comportamento foi observado quando feito awo mlesafio conP. brasiliensisna
cultura desses macrofagos alveolares. Como esperaddoi detectada a producdo de NO
pelos macrofagos de animais iINOS-deficientes. Assiomsiderando 0 menor numero de
fungos recuperados dos macréfagos de animais Kihda o menor nimero de UFC obtido
in vivo, propusemo-nos a investigar a participacéo de aedae oxigénio que poderiam ter
um papel importante no controle da carga fungictéasa aguda da infeccéo. Deste modo, os
macrofagos alveolares obtidos do lavado broncollvede animais NO-deficientes

produziam grande quantidade de peréxido de hidiogéom ou sem o estimulo de PMA, em



relacdo as células dos animais iINOS normais. Assideficiéncia de NGn vivo poderia
resultar em mecanismos compensatoérios para aadwiflingicida destes macréfagos como a
producdo de kD, que poderia ter participado no controle da cafgaita na fase aguda do
nosso modelo

Ja os macréfagos de animais controle, entretafdém de apresentarem aumento da
atividade microbicida contra o fungo, produzirameis elevados de 6xido nitrico quando
ativados com IFNg além disso, demonstravam atividade fungicida edygdo de NO
aumentados quando desafiados cBm brasiliensisem presenca de IFN- Assim, 0s
macréfagos alveolares que mostraram maior atividadgicida in vitro foram os que
produziram niveis elevados de NO, aqueles dos @il®S-normais e ainda mais, foram
esses macréfagos os unicos ativaveis poryFN-

No estudo da atividade fungicidavitro na fase cronica da doenca, observamos mais
uma vez um maior numero de fungos recuperados dosdfagos de animais KO comparado
ao dos animais controle, resultado paralelo ao nuite UFC recuperada vivo na décima
semana de infeccdo. Aqui o estudo do mecanismoicidagin vitro, como na segunda
semana de infeccdo, mostrou que os macrofagoslalesale animais INOS normais sao 0s
que apresentam melhor atividade fungicida frentePdo quando ativados pelo IRN-
concomitante com aumento dos niveis de NO.

A menor atividade fungicidan vitro dos macréfagos de animais INOS KO pb6de ser
atribuida a menor atividade intrinseca das célalagontrario da infec¢da vivo onde, além
da producdo aumentada de peroxido de hidrogénio nadmsréfagos, ocorre também o
recrutamento de outras populag@es celulares psittoada infec¢do. Além dissm vitro, 0s
macrofagos ndo recebem todos os estimulos que poctEmerin vivo e talvez necessitem de
outros mecanismos acessorios, independente do &@ppontrole do patégeno.

Recentemente, Konno et al. (2009) mostraram quedigd@ de peptideos que
compunham a glicoproteina gp43 Bo brasiliensis,os quais tinham importante papel no
mecanismo de evasao do fungo, na cultura de mao®faurinos de medula 6ssea e
infectados peld®. brasiliensisapresentavam menor indice de fagociioseitro com niveis
diminuidos de NO e aumentados dgOklcom relacdo a cultura de macréfagos sem esses
inibidores. Assim, sugeriram que a melhor atividadegicida dos macréfagos frente ao Pb
seria mediado pela presenca de radicais de nitimgén

Nosso laboratério mostrou recentemente que os fMa@u® alveolares de animais
suscetiveis adP. brasiliensis eram o0s que apresentavam eficiente atividade didagi

concomitante com niveis elevados de NO, sendo qumarrofagos de animais resistentes



tinham baixa atividade fungicida, pouca producadN@ee altos niveis de TGF{PINA et
al., 2008).

Fernandes et al. (2008) mostraram resultados santekaos nossos no estudo com o
animais INOS KO com 2 semanas de infeccdo [porothrix schenckiino qual os
macrofagos desses animais apresentavam atividadiehbicida deficiente contra o fungo
guando comparado aos macrofagos de animais cankimlda, os macrofagos de animais
controle também produziam niveis aumentados de ANQpresenca de Oxido nitrico,
entretanto, foi relacionada a maior apoptose celalamunossupressdo com reducdo da
proliferagcéo celular.

Assim, o Oxido nitrico é importante como moléculacrobicida, porém a sua
producdo continua ou exagerada para a eliminacipatimgeno leva a imunossupressao
(BOCCA et al., 1998; DALTON et al., 2000; VEEN &t 2000; FERNANDES et al., 2008).

Apesar da auséncia do mecanismo microbicida atidbad NO, outros mecanismos
NO-independentes poderiam estar atuando na fas#gaadm infeccdo para o controle do
crescimento fungico. E importante lembrar o meeaaisnicrobicida mediado pela enzima
indolamina 2,3 dioxigenase, IDO, presente em vatipgs celulares, como macrofagos,
células dendriticas, linfocitos T CD4 e B, céluldK. Esta enzima é responsavel pela
degradacdo do aminoéacido triptofano em kirunerargyal € essencial para a sintese protéica
e sobrevivéncia de varios tipos de patdgenos. Quatidada por IFNs a acdo da IDO pode
resultar em supressao da resposta linfoprolifexaiumento dos niveis de células apoptoticas
e na inducdo da geracdo de células T reguladorasvaés de T efetoras (MULLEY e
NIKOLIC-PATERSON, 2008). Vale lembrar que o NO teido demonstrado como inibidor
da atividade da IDO (THOMAS et al., 1994).

A relacdo NO e IDO foi demonstrada na infeccam gelgondiiquando se utilizou
um inibidor da iNOS, o L-NAME, e foi observado aurtee dos niveis plasmaticos de
kirunenina nos animais infectados em relacdo aosaé ndo tratados, mostrando assim a
acdo compensatéria da IDO na tentativa de elimimgratogeno na auséncia da iNOS
(FUJIGAKI et al., 2002).

Além dos mecanismos mediados pela enzima IDO, viopesna fase aguda do nosso
modelo de infec¢cdo, os macrofagos alveolares dmaasi iINOS KO produzem niveis
elevados de perdxido de hidrogénio, o que poderigitio também responsavel pelo melhor
controle da carga fungica pulmonarvivo desses animais. Moreira et al. (2008), mostraram
gue 0s macrofagos peritoneais murinos ativadosAddty e TNFa exibiam melhor atividade

fungicida contra dP. brasiliensise que a mesma era dependente da agédo,@g ¢HNO.



Meloni-Bruneri et al. (1996) mostraram no modelorimu da PCM que as células PMN de
animais resistentes ao fungo eram as que produnaiores niveis de 1@, comparadas as
dos animais suscetiveis. O peroxido de hidrogéaniocbnsiderado importante molécula
fungicida na infeccao pelB. brasiliensis produzida tanto por macrofagos (CARMO et al.,
2006), quanto por neutréfilos (RODRIGUES et al.Q20 bem como no modelo de infecgéo
por C. albicangWATANABE et al., 1991) e dél. capsulatun{fWOLF et al., 1989).

Os nossos dados indicavam a importancia, paraten@dimento do nosso modelo
experimental, da analise das sub-populacdes cetuthr linfocitos infiltrantes de pulmé&o de
animais KO e controle, bem como do perfil fenothpile macréfagos alveolares, tanto na fase
aguda, como na fase crbnica da infeccéo. Verificampresenga nos animais KO, tanto nas 2
e 10 semanas, de grande nimero de linfocitos T C®4naioria em estado ativado como
demonstrado pelo aumento da expressdo do marcadativhcdo precoce CD6%® do
marcador CD25 (cadeiao. do receptor de IL-2, expresso em células T ativadainda um
dos marcadores de células T reguladoras).

Nas 2 semanas de infeccdo encontramos no infiljpattaonar, além do aumento de
células T ativadas, maior nimero de macrofagosesspndo marcadores de ativacdo o que
sugere a participacdo destas células nos mecanggrmetecdo de animais KO.

Como no nosso modelo de infeccdo PobrasiliensisMillar et al. (1999) mostraram
gue camundongos deficientes da sintese de Oxideseqaram aumento do nimero de
lintocitos T CD4CD25" esplénicos durante a infecgdo jobrucei.

Em recente trabalho, nosso laboratério mostrou gelpatribuido aos linfocitos T
CD4" no padréo de suscetibilidade e resisténcia agétepeloP. brasiliensisuma vez que
em animais resistentes (A/J) a deplecdo dessaksderava reposta suprimida de HTT
(hipersensibilidade do tipo tardio) nas 4 e 8 samate infeccdo, diminuicdo da producéo de
anticorpos 1gG2a, 1gG1 e IgG2b e dos niveis dacitolL-2. Entretanto, a auséncia desses
linfécitos pouco alterava a carga fungica pulmorarndo diminuia a sobrevida desses
animais. Nos animais suscetiveis, por outro ladvatamento com anticorpo anti-CD4 nao
alterou a doenca uma vez que os linfécitos T Captesentam-se em anergia desde o inicio
da doenca (CHIARELLA et al., 2007).

A andlise da sub-populacdo T CI25 mostrou que os animais deficientes de
oxido nitrico apresentavam expressivo aumento desmas no infiltrado pulmonar nas 2 e 10
semanas de infeccdo. Deste modo, os animais K@apegam além do aumento do nimero
de linfécitos T CDACD69" (marcador de ativagio precoce), aumento tambénticieno de

linfécitos T CD4CD25 infiltrantes de pulm&o. Assim, parece que a auséeioxido nitrico



resulta em maior infiltrado de linfécitos T ativado que poderia proporcionar uma resposta
imune celular mais eficiente contréPo brasiliensisna segunda semana de infec¢do. Embora
na décima semana de infeccdo tenhamos obtido maiga fungica pulmonar nos animais
deficientes de NO, observamos ainda um nimero aacheme células T CD4ativadas (T
CD4'CD69, T CD4CD25") no pulméo desses animais, embora em menor geuaguela
observada na fase aguda da doenca. Vale lembraregte periodo foi observada a formacao
de grandes granulomas que parecem refletir a medisposta imune da segunda semana de
infeccdo e onde o TNE-estaria exercendo efeito preponderante. Essesiignaas foram
capazes de conter o fungo no foco primério da @éfece, mais ainda, os estudos de
mortalidade mostraram que ambos 0s grupos de a)iiK@i e controle, morriam em tempos
equivalentes. Assim, a auséncia de NO parece separsada pela melhor resposta imune
celular que levaria a melhor organizacao dos goenas.

De modo semelhante aos linfocitos T CDdbtivemos, na fase aguda, expressivo
aumento das células T CDBos animais iINOS KO e, ainda, a grande parte gdsgécitos
apresentava-se ativada, apresentando o fené6tipp8rGD69". Podemos entdo supor que 0s
linfocitos T CD8 exercam papel protetor na PCM reduzindo a cargaidd nos
camundongos INOS KO. O papel dessas células citat®efetoras baseia-se na producado de
enzimas como perforinas e granzimas que acabamegtuir células infectadas, reduzindo o
foco infeccioso (BARBER et al., 2003). Podem tamis&n protetoras através da sintese de
IFN-y e ativacdo da atividade efetora eficiente dosdég® Trabalho realizado em nosso
laboratorio mostrou a importancia dos linfocitosCD8 na reducdo da carga fungica
pulmonar e controle da disseminacdo para figadace e animais resistentes e suscetiveis
aoP. brasiliensifCANO et al., 2000).

Outro trabalho também desenvolvido em nosso lafwoatostrou que a deplecdo de
linfocitos T CD8 gerou aumento na carga fngica pulmonar, duramigasa semana pos
infeccdo, tanto de animais resistentes, quanto ni®aés suscetiveis. Animais CD8-KO
apresentaram sobrevida inferior aos CD4 KO e WAmalle grande nimero de UFC, nas 12
semanas de infecc¢do, nos pulmdes, figado e bacAREHLLA et al., 2007). Assim, na PCM
estas células parecem exercer grande efeito protétotrabalho de Chiarella et al. (2007)
verificou-se também que linfécitos T CD@stdo envolvidos com a sintese de IEN:sta
citocina poderia contribuir com a protecao atrad@sitivacdo de macrofagos que exerceriam
efeito fungicida independente da sintese de NO.

Na fase crbnica do nosso modelo, onde ha maioadargica pulmonar nos animais

deficientes de NO, obtivemos numeros semelhantebnfficitos T CD8 para ambos os



grupos de animais estudados. Como citado antermeneos linfocitos T CD8 tém
importancia na protecdo contra a PCM, e a suamgasem pequeno namero no infiltrado
linfocitario pulmonar de 10 semanas, poderia lemama maior carga fungica nos pulmdes.

Na PCM humana, Mamoni et al. (2006) verificaram aue pacientes que eram
infectados peld. brasiliensis mas que ndo apresentavam os sintomas e poreaaiviam a
doenca, eram o0s que tinham aumento do numero fitos T CD8 0s quais eram a
principal fonte da citocina IFN- Ja as citocinas TNé&-e IL-2 mostraram ser provenientes de
linfécitos T CDA4.

E importante enfatizar a importancia dos linfocifo€DS8’, ja que encontramos baixa
frequéncia de PCM em pacientes aidéticos (GOLDANIWGAR, 1995). Como na AIDS
ocorre reducdo do nimero de linfécitos T CDafectados pelo virus HIV, poderia haver um
predominio de linfocitos T CD&jue acabariam por proteger esses pacientes REM, ja
que os linfécitos T CD8parecem exercer papel protetor contra o fungo.

Em conclusédo, nosso modelo na fase aguda da inf@egétrou que a auséncia de NO
resulta em um aumento do infiltrado inflamatorio ld€ocitos T, sendo a sua maioria
ativados (T CDACD69', T CD4CDC25, T CDSCD69").

Lindel et al. (2006) mostraram na infeccdo pulmopar C. neoformansque o
aumento de linfécitos T ativados era atribuido autecdo de T CD4(CD44", CD25,
CD69', CD62L° e CD45RE) e que a populacdo de linfocitos T CDftivada encontrava-se
em numero reduzido nos pulmdes. Além disso, fdi@nla a atividade efetora dos linfocitos
T CD4 e sua producio elevada de IFi-reducéo da carga fungica nos pulmdes na segunda
semana de infeccdo. Porém, nos orgéos linfoidesdados (linfonodo e baco) os linfécitos
T CD4" estavam em nimero reduzido e os linfécitos T CBiresentavam-se em nimero
superior ao das células T CDAIém disso, ambas as populacdes de linfécitossamtavam
elevada capacidade proliferativa e a presencaMe Era proveniente de linfocitos T CDH8
0 que ndo foi visto no foco primario da infeccaesin, foram atribuidos papéis diferentes
aos linfécitos em compartimentos distintos duramteesposta imune. As células T, que
inicialmente recebem o estimulo antigénico nos asginfoides secundarios, passam a
proliferar e quando seguem para o foco primarioirdaccdo, adquirem marcadores de
ativacao e atividade efetora (producéo de #ffNguando essas células novamente entram em
contato com o antigeno na tentativa de erradica-lo.

Apesar de a fase cronica da infecgdo apresentaenoisemelhante de células T CD8
nos pulmdes de animais KO e WT, essas células ztghgleriam estar em numeros

aumentados no baco de animais KO, ja que a disagé&urpara figado e baco foi a mesma



para ambos 0s grupos ensaiados. Deste modo, aeadélifenétipo de linfécitos esplénicos
nos daria informacdes se ha compartimentos cetutiiferenciados e com predominancia de
linfocitos T CD4 ou T CD8 durante a fase cronica da infecgao.

Além de estudarmos o infiltrado linfocitario pulnan achamos ser importante a
caracterizagdo do namero e fenotipo dos macrofalyeslares nas fases aguda e cronica da
infecgdo. Nos 15 dias de infecgédo pBlobrasiliensis,os macrofagos pulmonares de animais
INOS KO estavam em numeros aumentados (CD11b)eseqavam expressivo aumento das
moléculas coestimuladoras CD40, CD80 e CD86 e déamlas de MHC classe II, ou®la
Assim, a menor carga fangica nos pulmdes de aniK@isgstava relacionada com o maior
recrutamento de linfécitos T CD4e T CD8 e concomitante aumento do numero de
macrofagos pulmonares, que apesar de serem dédgiga Oxido nitrico, apresentam-se mais
ativados que os de animais INOS normais. Estaslasélapresentavam, entretanto,
caracteristicas de boa eficiéncia quanto a apas@ntde antigenos, isto é, grande expressao
de moléculas de MHC de classe Il e coestimulatodém disso, vimos que apesar de
deficientes na producédo de Oxido nitrico, os magd$ alveolares desses animais foram os
gque apresentaram expressiva producéo de peréxidnlidgénio talvez como um mecanismo
compensatorio na tentativa de erradicar o fungartara fase aguda do nosso modelo.

Mamoni et al. (2006) mostraram que pacientes comd Qe tiveram contato com o
fungo, mas nao progrediram para a doenca, eramegqyee apresentavam maior nimero de
células que expressavam a molécula CD80 e HLA-DRsepa MHC classe Il. A expressao
de CD80 tem sido associada com a resposta imuperfibThl com a ativacéo de linfocitos
T CD8 (MAURI & PICHLER, 1996) enquanto que a coestiméiacpor CD86 estaria
envolvida com a sintese de IL-4 e consequente sesplo perfil Th2 (RANGER et al., 1996).

Mejri e Gottstein (2006) mostraram o papel da mdkcla e das moléculas
coestimuladoras CD40, CD80, CD86 em macrofagosomexais de animais C57BL/6, naives
e infectados porEchinococcus multilocularicom relacdo a atividade apresentadora de
antigeno e de ativacao e proliferacdo de linfocltoBoi visto na fase aguda da infeccao que
0s macrofagos infectados apresentavam expressiverda da molécula la, ou MHC de
classe I, indispensavel para o primeiro sinal tleagdo de linfécitos por interagirem com
moléculas do TCR de linfécitos T. Além disso, atraizacdo concomitante de CD80 e
CD86 em macrofagos naives reduziu a resposta fiolftgrativa tanto de linfocitos T
virgens, quanto de linfécitos T infectados. Porémiso de anti-CD40 em macrofagos naives

aumentou a atividade proliferativa de linfocitosvifgens e infectados, enquanto que o



tratamento com anti-CD40 em macréfagos infectadepigicou a atividade da proliferacédo
linfocitaria.

A sequéncia de sinalizacéo e ativacao celular eaurando a partir do primeiro sinal,

0 TCR dos linfécitos e o MHC juntamente com o peigai antigénico de células APC, leva a
estimulagdo da expressdo de CD40L nos linfécitesultando na expressdo de CD40 nas
APCs (GREWAL et al., 1996). A ativacao das APCs iexda por CD40 acaba por aumentar
a expressao de moléculas coestimuladoras CD80 & @®§uais estimularédo os linfocitos T
atraves da interacdo com o receptor CD28, sendmestgundo sinal de ativacao, e resultara
em completa ativacao celular (APC e linfécitos) (Y@ e WILSON, 1996).

A sinalizacdo celular mediada por CD40 pode resulgasecrecdo de citocinas por
macrofagos, principalmente a IL-12 que permite &uragdo de linfocitos T e desvio para o
padrdo Thl de imunidade (KENNEDY et al., 1996).

Assim, na fase aguda do nosso modelo, demonstramgaogdicativo aumento do
namero de células que expressam MHC de classe nlokéculas coestimulatérias em
macrofagos de animais INOS KO, sugerindo uma melapresentacdo antigénica
favorecendo a ativacdo dos linfocitos T que sédoomaptes no controle da carga fungica
pulmonar deste periodo. Consideramos ainda imperta estudo do infiltrado das sub-
populacdes fenotipicas de macrofagos, M@, e célidelriticas, DC, neste momento da
infeccdo. Sabemos que as DC tém como principaldfuacapresentacéo antigénica para os
linfécitos T e posterior polarizacdo da respostairien celular para Thl ou Th2; ainda
participam, com menor importancia, na morte de eaeganismos e producdo de citocinas.
Os M@ por sua vez sdo consideramos fundamentaislimanacdo do patégeno, com
producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio, atfsmrealizarem mais eficientemente a
fagocitose de micro-organismos opsonizados, ppaticitambém da formacdo e manutencéo
de granulomas e de maneira secundaria, mas naosmemmortante da apresentacao
antigénica (MANSOUR e LEVITZ, 2002). Observamos quéeopulacdo de macréfagos,
representada por CD1IHCD8F"", mostrou-se em maior niimero no infiltrado pulmasher
animais INOS KO em relacdo aos animais controlea I@racterizacdo do fenoétipo para
células dendriticas CD1T¥'CD86"" mostrou-se em niimero semelhante nos pulmdes para
ambos os grupos de animais. Deste modo, pudemiog defe 0 aumento de populagbes com
caracteristicas de células apresentadoras de rosigePC, nos pulmdes eram caracterizadas
pela presenca de macréfagos que sdo ainda impestaateliminacédo do patogeno.

Na décima semana de infeccdo, os animais defisialdeNO também apresentaram

aumento do numero de macrofagos que expressam lasutas coestimulatérias CD80 e



CD40, apesar destes animais terem carga fungicaopar maior que a dos animais controle.
Ainda pudemos observar que 0 numero de macrofagosopares de animais KO foi maior
que o numero dos macrofagos dos animais KO na dgseéla. Parece que, apesar dos
macrofagos desses animais estarem menos ativadfsseecronica, um maior infiltrado
celular pode ser observado na tentativa de cordarga fungica nos pulmdes nesse momento
da doenca. Ressaltamos que nessa fase da infetxgBryamos a formacéo de granulomas
melhor organizados com intenso infiltrado inflamet@ue continha a grande quantidade de
fungo no foco primario da infeccdo. Nao podemosbtaim descartar a acao fungicida dos
macrofagos ativados através de mecanismos NO-indeptes, como aquele mediado pela
enzima IDO e a producéo de radicais de oxigénio.

Outra abordagem que consideramos ser importante @astudo dos mecanismos
imunologicos operantes em nosso modelo de infesgéia a caracterizacdo da presenca de
células T reguladoras (Treg) nos infiltrados infiaémios de pulmdo nos 2 periodos
estudados. Essas células apresentam o fenotipo F'GIR5, expressam de maneira
constitutiva o marcador CD25 (cadeia do receptor de IL-2), CTLA-4 ¢ytotoxic T
lymphocyte-associated antigemibidor da ativacédo prolongada de linfécitos (BELKAID
e ROUSE, 2005), GITR @lucocorticoid-induced tumor necrosis factor reae@pt, ou TNFR
(SHEVACH et al., 2002), CD45RO (DIECKMAN et al., @D, TGHB1 de membrana
(NAKAMURA et al., 2004) e o fator de transcricdo clear Foxp3 (FONTENOT e
RUDENSKY, 2005).

As células T CDACD25 expressam seletivamente o fator de transcricig3-ox
importante para a atividade supressora dessasas€lIORI, et al. 2003). Células Treg atuam
através da inibicdo da producdo de IL-2 bloqueandilo celular de linfocitos T CD4e T
CDS§', além de suprimir a atividade proliferativa défdisitos CD4CD25 (NAKAMURA et
al., 2001). Agem também sobre células da imunidzate, inibindo a sua acao e ativacao.

O possivel mecanismo da agdo supressora das céhlaigse da pelo contato direto
célula-célula, envolvendo sinais inibidores de C4.AGITR e TGH de membrana (READ,
et al., 2000; SHIMIZU et al., 2002; NAKAMURA et aR001), ou pela provavel producéo,
mas nao exclusivamente dessas células, das cgoanginflamatorias I1L-10 e TGP-
(ASSEMAN et al., 1999). E importante ressaltar ga@a a manutencio e sobrevivéncia
dessas células é necessaria a presenca das GtOGR$P e IL-2.

Nossos estudos indicam na fase inicial da doencamero equivalente de células

Treg nos pulmdes de ambas as linhagens estudagste. Idomento da infeccéo, observamos



um maior afluxo de linfocitos T efetores e macréfagtivados nos pulmdes de animais
deficientes de NO na tentativa de erradicar o fungeervado pelo menor nimero de UFC.

Na fase cronica, entretanto, foi encontrado aumeéatoumero de células reguladoras
nos pulmdes de animais KO que poderia ter propciadnmenor niumero de linfécitos T
efetores ativados, resultando no subsequente aangentcarga fangica pulmonar nesses
animais. Notamos neste momento que os niveis ttasnas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-

B pulmonares foram semelhantes para ambos 0s gdgpasimais. Assim, a auséncia de NO
levou ao aumento de células T efetoras as quatsrpmsnente puderam ser controladas pela
maior expansao das células T reguladoras; aléno,dggle-se inferir uma dupla acdo do
oxido nitrico que inibe a inducéo e expansdo deaanals sub-populacdes de linfécitos T, os
efetores e os reguladores. Este mecanismo de dagesposta imune associado as células
Treg nao foi previamente descrito na imunossupoessiuzida pelo NO na PCM murina e
deverd ser considerado como mecanismo regulattporiante mediado pela producédo do
oxido nitrico.

Ainda na fase crbénica do nosso modelo verificamasajexpanséo de células Treg foi
concomitante com a reducdo do numero de céluladD8 ¢€ltotoxicas nos pulmdbes dos
animais NO-deficientes. Talvez essas células rdguéa possam ter suprimido a expansao e
acdo das T CD8 as quais teriam papel importanteontrole da carga fuangica nos pulmdes
neste momento da doencga. Corroborando com nossoffag®s, em elegante trabalho
Haeryfar et al. (2005) mostraram que a deplecaadlelas reguladoras com anticorpo
monoclonal anti-CD25 ou PC61, levou a expansaoirdécltos T CD8 citotoxicos com
melhor capacidade citotoxica diante de célulasctaftas pelo virus influenza A e células
tumorais. Essa deplecdo era dependente de lindo@it€D4, j& que em animais Ccb4
deficientes a deplecdo com PC61 nao alterou ol pexfn a atividade das células T CD8,
mostrando que as células reguladoras eram do pendtCD4CD25'.

O possivel mecanismo das Treg sobre os linfocitdSDB seria pela inibicdo da
divisdo celular desses linfocitos citotoxicos. Nissgesultados mostraram niveis semelhantes
de IL-10 e TGH3 nos pulmdes de animais KO, sugerindo que a acssaddreg poderia ser
por contato direto célula-célula.

Niedbala et al. (2007) demonstraram que o NO indora populacéo celular
reguladora T CD4CD25Foxp3, chamada de NO-Treg, a qual produz IL-4 mas nd6-F6
exerce sua atividade supressora em linfécitos T'CD25 dependente de IL-10. A atividade
dessas NO-Treg é inibida pela acdo dbmbnometil-L-arginina, um inibidor da sintese de
iNOS.



Muitos trabalhos relatam a importancia das céllilasguladoras em casos cronicos
de infeccdo onde, devido a persisténcia do patogessas células estariam controlando as
respostas imunes que poderiam causar quadros aiflans exacerbados na tentativa de
erradicar o agente infeccioso. Além disso, por uimgen a cura asséptica, as células Treg
controlariam a manutencéo do patégeno e em conseiqué memaoria imunoldgica.

Assim, quadros cronicos de infecgcédo pelotuberculosifGEROSA et al., 1999F.
falciparum (PLEBANSKI et al., 1999), HIV (OSTROWSKI et al.,0@1), C. albicans
(MONTAGNOLI, 2002), S. mansoniBAUMGART et al., 2006),L. major (BELKAID e
ROUSE, 2005) mostram que a persisténcia do pabogstd relacionada com a presenca de
células T reguladorggntamente com a sintese de citocinas anti-inflare IL-10 e TGH3.

Em elegante trabalho, Belkaid et al. (2002) moatraque na infec¢ao crénica por
Leishmania majoa presenca de Treg, além de suprimir as resposttisfécitos T CD4 e
sintese de IFN; estava associada a sintese de IL-10 que eratemp®ipara a permanéncia
do patégeno. Assim, além de atenuar a producadatenas proinflamatérias do perfil Thl,
as células Treg ainda interferiam na atividade obicida de macréfagos. A presenca dessas
células parece proporcionar um equilibrio na atighiel efetora das células T CDdue, na
tentativa de eliminar o patdgeno, poderiam causarosl ao hospedeiro. Recentemente,
Cavassani et al. (2006) mostraram na paracoccatmimbse cronica, forma adulta, que
pacientes que apresentavam doencga grave, com ozaga fungica nas biopsias das lesdes
teciduais, um aumento de células Treg T GQII25" Foxp3 que produziam altos niveis de
TGF. Essas células apresentavam receptores de migraggdios tecidos lesados, receptores
de *homing, CCR4 e CCR5 (receptores de quimiocinas- CCL22GE5 respectivamente)
gue as direcionavam para os tecidos onde haviagmumantidade de fungos. Ainda, o estudo
in vitro dessas células mostrou, que as ceélulas Treg apgeam grande capacidade de
supresséo da proliferacdo celular de leucocitosatmue periférico desses pacientes. Em
concordancia com esse resultados, Moreira et@Dd8)2mostraram que animais deficientes de
CCR5 apresentavam maior controle do crescimentgiddne menor infiltrado de células
Treg Foxp3 nas lesdes, mostrando que este receptor era émdidpel pelo maior
recrutamento de células Treg FoxpBara o local da infeccdo onde ha persisténcia do
patdgeno.

Como na segunda semana de infeccdo mostramos quenar carga fungica nos
pulmbes de animais deficientes de NO poderia gd@yuada ao aumento de linfocitos T
efetores ativados CD4e CDS§, além de maior nimero de macréfagos que exprassava

moléculas MHC de classe Il e coestimuladoras, daaipequena expansdo de células T



reguladoras, obtivemos neste periodo aumento dessrda citocina TNF: pulmonar. Esta
citocina tem expressiva importancia na organizagéogranulomas, jA que estimula a
expressao de moléculas de adeséao ICAM-1 e VCAM-dnamtélio vascular e nas superficies
de inmeras células, além de proporcionar o aungmtaecrutamento de leucdcitos para o
foco inflamatorio (RESNICK e WELLER, 1993; HAMACHERSCHABERG, 1994).

Em conjunto, estas informagfes levaram-nos a p&gucomo seria o
comportamento da infeccéo pédto brasiliensisnos animais INOS KO (e seu grupo controle
INOS normais), se neutralizassemos essa citocim@aliZ2mos entdo experimentos de
deplecédo de TNIe; nos dias 0, 6 e 12 pdés infeccdo, baseados naebg@ue o TNIle-
desempenharia o papel protetor na fase aguda &edlocnimero de UFC) e na fase crbnica
(organizacgéao das les6es em granulomas) na infelegdnimais iNOS KO.

A deplecéo de TNIe-levou ao aumento nao significativo da carga flegim ambos
animais KO e WT, com relagéo aos seus respectingsg IgG normal, durante a segunda
semana de infecgdo. Entretanto, a deplegcao dealtlbs animais KO levou os mesmos a
apresentar carga fungica equivalente aquela apegierpelos animais INOS normais
infectados (controle IgG) o que demonstra que, @mas parcialmente, o TNk-€ 0
responsavel pela menor carga fungica pulmonar idea@iNOS KO aos 15 dias de infeccgéo.

Huffnagle et al. (1996) verificaram a importancia ditocina TNFe na infecgao
pulmonar porCryptococcus neoformanseutralizando-a nos primeiros momentos da resposta
imune (dias 0, 3, 6 e 9) e com uma unica dose tieogmo anti-TNFe (dia 0). Assim,
verificou-se com o primeiro tratamento, um exprassiumento da carga fungica pulmonar e
reducdo na resposta de hipersensibilidade do #pdiot (HTT), além de diminuicdo do
infiltrado celular de sub-populacdes celulares {riéilos, macrofagos e linfocitos T CD@
infiltrantes de pulmdes.

Os macroéfagos alveolares, que inicialmente entrancantato oC. neoformanssao a
principal fonte de TNFx pulmonar (HUFFNAGLE et al., 1995). A expressadiidAm para
essa citocina ocorre a partir de 48 horas (HUFFNB®tLal., 1996) e o pico de sua expressao
se estabelece no 7° dia de infeccdo (HERRING,£2G02).

Caracterizamos ainda se neste momento da doerdmaateplecdo de TNilevou a
carga fungica pulmonar equivalente em animais K@led@dos com relacdo ao grupo WT
controle (tratados com IgG), o perfil de citocina® e anti-inflamatérias pulmonares e
hepaticas. A neutralizagcdo com anticorpo anti-TdNEvou a reduc&o dos niveis pulmonares
da citocina Th1l, IFN- nos animais KO com relacédo ao grupo WT tambémetimgd. Ainda
nos pulmdes essa deplecdo resultou em aumentoideis da citocina Th2, TGB-nos



animais KO com relagdo ao grupo KO controle (Ig&)citocinas pulmonares TNé-1L-12

e IL-10 permaneceram inalteradas com a deplecadigddo pudemos observar ainda que a
deplecao resultou também na diminuicdo dos niveifdl-y dos animais KO com relagéo
aos animais KO controle. As citocinas hepaticas-BNIE-12, IL-10 e TGFB permaneceram
inalteradas com a deplecdo. Portanto, verificameos g neutralizacdo deste importante
mediador inflamatério levou a um padrdo respostanendo tipo Th2, com aumento da
citocina TGFB pulmonar e reducdo dos niveis de f-k&nto nos pulmdes como no figado.
Este perfil de citocinas nos ajuda a entender elpdp TNFe no nosso modelo de infec¢ao
pulmonar em animais NO-deficientes. Mais uma ve emportante citocina pode ter sido
responsavel pela melhor resposta imune e contralecatga fungica nesses animais
deficientes.

Corroborando com nossos resultados, Herring et(2002) mostraram que a
neutralizagdo de TNE; no dia O da infecgdo p@. neoformansinduziu niveis diminuidos
das citocinas do tipo Th1IL-12 e IFNy) com concomitante aumento das citocinas do tipo
Th2 (IL-4 e IL-5), além de expressiva eosinofiliaaemento dos niveis séricos de IgE.
Atribuiu-se ao bloqueio de TNé&-uma mudanca de polarizagdo do padrédo Thl pardraga
Th2 de imunidade. Além disso, esse tratamento gicgu o ‘tlearancé fungico pulmonar
uma vez que o numero de UFC aumentou a partir dodisd além de reposta celular
deprimida (diminuicdo de HTT). Ainda no modelo dgtococose, Herring et al. (2005)
mostraram que essa nheutralizacdo de TNFesultou em diminuicdo dos niveis das
quimiocinas MCP-1, MIP-2 e KC, concomitante com enar infiltrado celular (neutréfilos,
macroéfagos, linfocitos, e eosindfilos) e de céldasdriticas nos linfonodos drenantes dos
pulmdes de animais infectados.

Em concordancia com nossos resultados, no modelostigplasmose experimental,
Allendoerfer e Deepe (1998) mostraram que a néxdcglo com anti-TNfe- acarretava em
aumento da carga fungica pulmonar no sétimo diexeassemana de infec¢cdo, porém, com
disseminacgdo para figado e baco equivalente acodg®p e ainda, essa deplecdo levou a
mortalidade acentuada dos animais depletados dagéceao grupo controle. A analise das
citocinas pulmonares mostrou que essa deplecatianesiem expressivo aumento de IL-4,
IL-10, GM-CSF, TGFB, IL-6 e IL-12 e reducdo dos niveis de IFNio quinto dia de
infeccdo. Assim, um balanco de citocinas tendendome polarizagcdao do perfil anti-
inflamatorio Th2, possa ter contribuido para a gaenais grave.

Além do papel atribuido ao TN&no recrutamento celular e na inducédo de IL-12 e

IFN-y (HERRING et al., 2002), essa importante citocingirglamatéria também promove a



maturacdo e migracdo de células dendriticas ima(ureDC) dos tecidos periféricos para os
linfonodos drenantes onde ocorre a estimulacdo manséo clonal dos linfécitos T
(CUMBERBATCH e KIMBER, 1995; RITTER et al., 2003; ARTIN-FONTECHA et. al.,
2003).

Realizamos também a caracterizagdo das UFC na@tmana de infec¢do, e ndo
como usualmente na décima, jA que o0s animais IN@5 dépletados de TNé&-nao
sobreviveram até este periodo. A deplecdo da nadoi realizada até o décimo segundo dia,
e depois estudado o niumero de UFC na oitava sedeaimfeccao onde resultou em pequeno
aumento da carga fangica, tanto para os animaisc&®@o WT com relacdo aos animais
controle. Este aumento, entretanto, nao foi sigaivo quando comparado ao dos animais
tratados com IgG normal. Houve disseminacéo pgealéi e baco, sendo, porém semelhante
para todos os grupos estudados.

Assim, diferente do esperado, a deple¢do do dMEe levou a consideravel aumento
da carga fungica nos pulmdes dos animais defidetdeNO, apesar do importante papel
protetor dessa citocina na fase aguda do nossolmode

Por outro lado, a deplecdo de TMFacarretou na morte precoce da maioria dos
animais deficientes de NO, os quais ndo sobreviveate a décima semana de infeccdo
quando seriam sacrificados para a analise da gdeida doenca. Do animal sobrevivente
KO, foi realizada a analise de UFC, e observouatengo crescimento flngico no figado e
baco, além de grande quantidade de fungos nos palmdanalise histopatdlogica pulmonar
mostrou presenca de necrose por todo o paréngumdesfes apresentavam-se sem a
organizacdo em granulomas bem formados havendopeoomitancia, grande quantidade de
fungos no tecido, o que poderia ter sido respohgila disseminacédo fangica para o figado
e baco (dados ndo mostrados). Esta grave infeegéo levado a morte dos animais. Os
animais WT, tratados com IgG normal e com anti-Jd\dobreviveram até a décima semana.

A deficiéncia de Oxido nitrico associada a ausédaiaitocina proinflamatéria TNE-
parecem resultar em efeito deletério ndo relacionantretanto, ao aumento da carga fungica.
Vale lembrar que a deplecéo de Thlfelimina a pequena vantagem dos animais INOS KO
em relacdo a carga fangica na segunda semana fpégén, porém determina intensa
mortalidade em periodos mais tardios da infecc&qugasem TNF: os camundongos KO
morrem agudamente.

No modelo de infeccdo par major, o papel do TNFe foi relacionado com a melhor
organizacao das lesfes e controle do infiltradianmditorio, jA que animais deficientes desta

citocina e dos receptores para a mesma (TNFR1,epBBFR2, p75) mostraram intenso



infiltrado inflamatdrio, porém com menor parasitamjé que niveis elevados de IFNe da
frequéncia de linfécitos T CD4oram vistos nos linfonodos desses animais. AsSifi\F-o
parece ser essencial para a resolucédo e contrsléesi@es inflamatérias durante a infeccao
por L. major, mas néo no controle da replicacdo do parasitaA{fCHIR et al., 2003).

Deste modo, para melhor entendermos o efeito degipdessa importante citocina,
realizamos o estudo do infiltrado leucocitario pogmdes de animais KO e WT depletados
de TNFea na segunda semana pos-infeccdo. De maneira indsper deplecédo resultou no
aumento significante do nimero de linfécitos T CDe¢ T CD8, de células ativadas
expressando CD6@ CD25 e ainda, aumento de linfécitos duplo positivosC{4'CD69" e
T CD8'CD69) nos pulmdes de ambos os grupos, KO e WT, depletdd TNFe, com
relacdo aos seus grupos IgG normal. Além dissorupogWT tratado com anti-TNE&-
mostrou ainda aumento de linfécitos ativados T GIRR5" nos pulmdes com relacdo ao seu
grupo controle 1gG normal.

Essa deplecédo também resultou nos camundongos\WD em aumento significante
do namero de macrofagos pulmonares (CD11lb e CD1ds)quais apresentavam maior
expressdo da molécula coestimuladora CD80. Airglanonais WT tratados com anti-TNF-
mostraram aumento do niimero de macréfagos comssgweale fae de CD40, comparado
ao grupo WT IgG normal. Além disso, ambas as liehagde animais depletadas
apresentaram aumento do numero de macrofagos gpeeseavam dupla marcacao:
CD11bCD80 e CD4GIa". O niimero de macréfagos que expressavam a molé@ss foi
semelhante para todos os grupos de animais.

Como vimos anteriormente em varios trabalhos ai@ilas, o uso de anticorpo anti-
TNF-o acarretou a reducgao do infiltrado celular paraawm finfeccioso. Nossos experimentos,
entretanto, mostraram que essa deplecédo até oadéeigundo dia, e posterior realizacdo do
estudo do infiltrado celular no décimo quinto di@sultou em expressivo aumento
leucocitario tanto nos animais KO como nos anifidis e esses dados sdo semelhantes ao
de Chakour et al. 2003. Os niveis pulmonares etitepade TNFe. no 15 dia pds-infeccéo
foram equivalentes aos dos animais nao tratadoscadando a possibilidade de um
mecanismo rebote dos niveis de T&lFgue poderia ter ocorrido quando a mesma foi
neutralizada e depois interrompido o tratamento.

Dados semelhantes aos nossos foram vistos na dofguloH. capsulatumonde a
deplecdo de TNe-resultou inesperadamente em expressivo aumenadmero absoluto de
linfocitos T CD4 e T CD8 no infiltrado pulmonar dos animais depletados. Alliae

histopatolégica das lesbes de pulmdo mostrou amoa apesar do intenso infiltrado



inflamatorio, a neutralizacdo de TNFaboliu a organizacdo das lesées em granulomas,
ocasionando uma maior carga fungica pulmonar eecuesite menor tempo de sobrevida
desses animais, comparado ao grupo controle (ALLENRFER e DEEPE, 1998).

Entdo, nossos resultados mostraram que os camuwsldl@r-deficientes e depletados
de TNFo apresentaram além de relativo aumento da carggiclimos pulmdes na fase
aguda, um desvio do padrdo de citocinas para d Phe& e intenso infiltrado inflamatério de
linfécitos T CD4, T CD8 e macrofagos ativados pasitio primario da infeccéo. Além disso,
em momentos mais tardios da doenca, pudemos weerifjoe esses animais morreram
precocemente devido a uma intensa resposta infisi@atos pulmoes.

Além do 6xido nitrico ser importante molécula mhioida na eliminacdo de inUmeros
patogenos, sabe-se também da sua importancia ngamdle apoptose celular durante a
eliminacdo do patdgeno e consequente homeostasistdma imune, ou seja, este mediador
funciona como ‘“eedback negativo no controle da ativacdo exacerbada dposta imune
(WU-HSIEH et al., 1998; DALTON et al., 2000). Vésidrabalhos mostraram que niveis
elevados de NO produzidos por macréfagos infectaagivados por IFN-levam ao
aumento da expressdo de Fas na sua superficiende &ste importante receptor para
apoptose celular, liga-se ao FasL presente emclio® T CD4 levando a apoptose desses
macréfagos (ALBINA, et al., 1993; RAMSDELL et al994; CONCEICAO-SILVA, et al.,
1998; NIINOBU et al., 2000).

Deste modo, o NO ao mesmo tempo induz atividadeolicida de macréfagos e
regula o nimero dessas células através da intecagdio FasL dos linfocitos T CD4

Como nossos animais séo deficientes de NO, vimositanso infiltrado inflamatorio
que inicialmente poderia conter o foco infeccios@s devido a ativacdo exacerbada do
sistema imune e talvez pela deficiéncia de apoptekdar, levou ao quadro mais grave da
doenca em momentos mais tardios. Ainda com a daplée TNFe vimos que esses animais
mostraram intensa inflamag¢@o nos pulmdes. O receptasL é também conhecido como
receptor da familia do TNF, e quando depletamas @gicina poderia também ter, de algum
modo, afetado esses receptores FaslL, reduzindon assi niveis de apoptose celular
resultando em intensa atividade inflamatoria eagho acentuada do sistema imune na fase
aguda do nosso modelo. Através da marcacdo deaséhdsitivas para Anexina V, um
marcador de apoptose precoce, verificamos na sagsemana de infeccdo que os animais
NO-deficientes apresentaram maior frequéncia déaselapoptéticas em relacdo as células
dos animais WT. Por outro lado, a deplecdo de @NEduziu a frequéncia de células

apoptéticas nos pulmdes dos animais iINO KO compagadcélulas do grupo WT também



depletado. Pudemos sugerir que devido ao interfdtvado inflamat6rio nos pulmdes dos
animais NO-deficientes, poderia resultar em corseiguaumento do numero de células
apoptaticas na tentativa de conter a ativacao exada do sistema imune. Com a deplecéo de
TNF-a, observamos um intenso recrutamento celular pagubmdes nos animais INOS KO

e consequente menor numero de células apoptéstgsnanimais em relagdo ao grupo WT
depletado (dados ndo mostrados).Como nés realizastesexperimento somente uma vez
resolvemos nao apresenta-lo nos resultados.

Em elegante trabalho Chakour et al. (2003) mostrara modelo de infeccéo par
major que animais deficientes de Fagidlj e duplo KO para FasL e TNF{gdl TNF")
apresentaram maior parasitemia na sexta semamdededo, além de aumento da frequéncia
de linfécitos T CD4 nos linfonodos, concomitante adveis aumentados de IRNe maior
infiltrado inflamatorio nas lesbes. Além disso, mscrofagos desses animais produziam
niveis normais de NO o que nado afetou na diminuilgiioarga parasitaria. A adicdo de FasL
recombinante juntamente com IRNza cultura de macrofagos infectados mostrou egwies
reducdo da parasitemia. Assim, atribui-se a imporg&ao FasL ao controle da replicacéo do
parasita, e posterior apoptose dos macrofagos eaeatizenente ativados.

Na histoplasmose experimental, Wu-Hsieh et al. §l g@mostraram que esplendcitos
de camundongos infectado®rriam mais rapidamente por apoptose do que derggjtos
de animais ndo infectados. A populacdo apoptétieacenstituida por linfécitos T, B e
macrofagos e de maneira interessante, a quantiiadeicleos apoptoticos dessas células
coincidia com a cinética da expressao de mRNA N@S e, conseqientemente aos niveis
de 6xido nitrico.

Consideramos importante a andlise histopatologisapdimdes de animais KO e WT
depletados de TNE; na oitava semana de infeccdo, ja que essa @t@mesui um papel
primordial na formacdo da organizacdo de lesbesgemulomas (BERNARDINO et al.,
2009 em revisdo; HUFFNAGLE et al., 1996; FLYNN ket 8995; SOUTO et al., 2000).

O maior infiltrado leucocitario observado nos arnsngNOS KO na fase cronica,
comparado ao grupo controle, e niveis elevados ME-aI pulmonar na fase aguda da
infeccado, resultaram em lesbes organizadas emIgraas bem formados e coalescentes que
pareciam conter a carga fungica nos pulmdes. Magiaaa formacdo de granulomas nesses
animais parece ter sido capaz de conter a disseaurfangica para outros 0rgaos, ja que nao
observamos diferencas no niumero de UFC de fighdg® entre os animais KO e WT. Além

disso, os animais KO e WT apresentaram sobrevidavagnte, o que enfatiza a



possibilidade de os animais deficientes de Oxitlicniterem se protegido através da melhor
organizacao das lesdes pulmonares.

Em concordancia com nossos resultados, Bocca €t1298) mostraram que a
inibicdo da sintese de NO, com o Nitro-Arg, apedarinduzir carga fangica pulmonar
elevada na oitava semana de infeccdo, ocasiona@eslepulmonares reduzidas e bem
organizadas em granulomas compactos que continffamgo no foco primario da infecgéo.
Foi visto também niveis elevados de ThiFdo sobrenadante da cultura de macréfagos
broncoalveolares dos animais tratados com inikdédxO.

Quando neutralizamos o TNFin vivo nos animais KO, verificamos que as lesdes
apresentavam-se espalhadas por todo o parénquimar@ar acompanhada de intensa carga
fungica, e auséncia da formacédo de granulomasmAssisecrecdo de TNE-poderia, ao
menos parcialmente, conferir certa protecao assacam a deficiéncia de NO.

Souto et al. (2000) demonstraram o papel imunofotatribuido ao TNF: em
animais deficientes para o receptor p55 de BNp55K0). Estes animais, infectados pelo
brasiliensis, apresentaram no primeiro més poés-infeccdo, legsbasas por todo o
parénquima pulmonar, com a presenca de poucasasédylitelidides e células gigantes
multinucleadas em associagdo com abundante qudetida leveduras e auséncia de
formacdo de granulomas. Além disso, nos animaiK@5%m relacdo ao grupo controle,
verificou-se expressiva carga fangica pulmonar,seatiinacdo para figado e bago
provavelmente devido a auséncia de lesbes orgaszab a forma de granulomas.

Guler et al. (2005) estudaram os efeitos da néxdigo total e parcial do TNk&pelo
receptor sollivel de TNF (STNFR 1) presente no dercamundongos transgénicos para este
receptor e infectados peM. bovis.Nos animais que apresentaram altos niveis sérieos d
STNFR 1 (30-110 pg/mL) ocorria elevada carga bectarnos pulmdes, figado e baco, e
deficiéncia na formacao de granulomas hepaticosapgresentavam pequeno infiltrado celular
e reduzida ativacdo de macrofagos (pela baixa ss@oeda iINOS e da enzima fosfatase
acida) além de niveis diminuidos de IL-12 e -Na fase aguda da infeccdo. Os animais com
baixos niveis séricos de sTNFR 1 (0,1-1 pg/mL);@drario, controlaram a carga bacteriana,
apresentaram maior sobrevida associada a formagdgahulomas com grande infiltrado
celular e ativacédo eficiente de macréfagos.

Em recente trabalho, Plessner et al. (2007) demavast no modelo murino dd.
tuberculosisque a neutralizacdo de TNfutilizando um anticorpo anti-TNE; afetava o
comportamento da fase cronica da doenca. Assimartr ple 4 semanas de infeccdo, o

tratamento com anti-TNE-eduziu a sobrevida dos animais, aumentou a tecf@riana nos



pulmdes e a analise histopatoldgica pulmonar mositséncia na formagédo de granulomas.
Esses achados sao consistentes com a literatura@emmenstra que pacientes de variadas
patologias autoimunes tratados por anticorpo aN&-& desenvolvem graves quadros de
tuberculose (KEANE et al., 2001).

Assim, sendo o TNl importante mediador das muitas vias das respastases,
incluindo ativacdo de macrofagos, formagcdo e magéte de granulomas, regulagdo da
sintese de citocinas e quimiocinas, ativacdo delastldendriticas (CO et al., 2004,
TUFARIELLO et al., 2003), nossos resultados, jurdata com os achados da literatura,
mostram que a neutralizagcdo do ThFmesmo nos primeiros momentos da infec¢ao, pode
afetar vias importantes do sistema imunoldgico ases distintas de um quadro infeccioso.

Nossos resultados mostraram que a deplecdo dealMBs animais INOS KO,
resultou em mortalidade precoce, foi responsaval gesorganizacéo das les6es pulmonares
e, ainda, resultou em aumento expressivo do @ditircelular nos pulmdes, e polarizagéo de
citocinas pulmonares para um perfil com tendéndi@/Th3, sem, entretanto, apresentar
aumento da carga fungica pulmonar. Nossos dadosresugque o intenso infiltrado
inflamatorio pulmonar dos animais KO, possa tetrdomido com mortalidade precoce desses
animais. O processo inflamatério em si pode reselta protecdo ao hospedeiro, pois pode
contribuir com o controle da carga do patdgenootamts mecanismos de imunidade inata
como adaptativa. A inflamacado, entretanto, deve cmtrolada por mecanismos anti-
inflamatorios, mediados por fatores sollUveis comllares, para que ndo exerca atividade
lesiva e deletéria aos tecidos. Nos nossos estu@osieplecdo de TN&- ocorreu,
inesperadamente, um imenso afluxo de células iafidras para o pulmao, o que sugere um
processo nao controlado e que resultou em mortegeedos animais KO.

Em recente trabalho, Beisiegel et al. (2009) momtnaque animais deficientes de
oxido nitrico e infectados pela cepa virulenta Mo tuberculosisapresentavam intenso
infiltrado inflamatdrio pulmonar, composto predoamtemente de PMN acompanhado de
altos niveis de mieloperoxidase juntamente comislevados das quimiocinas MIP-2, KC,
IL-1 e G-CSF especificas para o recrutamento desshdas. As lesGes pulmonares
apresentavam-se organizadas em granulomas comopoegodtica central e PMN em
apoptose. Deste modo, o excesso da ativacdo etaimemto exacerbado de células
inflamatorias para os pulmdes resultou em lesdduake consequente controle ineficiente da
replicacdo daM. tuberculosigios animais NO-deficientes.

Vimos até o momento, na fase aguda do nosso magledca doenca menos grave nos

animais iINOS KO, apesar da deficiéncia na atividahgicida dos macrofagos alveolares



desses animais, estava relacionada com maior aftekdar de linfécitos e macréfagos
ativados e ainda niveis elevados de TiNPBulmonar. Na fase crénica, por outro lado,
observamos reversao deste quadro nos animais K@ hwaor carga fangica nos pulmoes,
apesar das lesGes estarem organizadas em granueomesnor ativacdo de linfocitos e
macréfagos, comparado a fase aguda. Observamoa amdegunda semana de infeccao,
aumento de linfécitos T CD&os pulmdes dos animais deficientes de NO, porénesmo
nao foi observado nestes animais na fase crénintdoE sabendo da importancia dos
linfocitos T CD8 no controle da carga fungica pulmonar e disserfim@gra outros 6rgaos,
nos animais resistentes e suscetivei® abrasiliensis(CANO et al., 2000; CHIARELLA et
al., 2007), propusemos o estudo da deplecédo dedtastos na fase aguda do nosso modelo,
guando 0os mesmos estdo em numeros aumentadosiméepue animais KO.

Observamos que a deplecdo dessa importante sulapa@pulinfocitaria aboliu a
diferenca de carga fungica nos pulmdes, antes wdrrentre os animais KO e WT, sendo
gue os animais KO depletados apresentaram numerdFde pulmonar semelhante aos
animais WT néo depletados. Essa deplecéo, portaletayu a carga fungica nos pulmdes de
animais deficientes de NO, mostrando mais uma venportancia destes linfocitos no
controle da carga fungica pulmonar. A dissemingigia figado e baco foi semelhante para
todos os grupos estudados (dados ndo mostrados).

Ainda, a deplecdo desses linfécitos T CD&duziu expressivamente o nimero dos
mesmos nos pulmdes de animais KO e WT, e foi tammeéiozido o niumero de linfocitos T
CD8" ativados (T CD8CD69") com relagdo aos grupos, KO e WT, nido depletaDes.
maneira interessante, essa deplecdo reduziu smmiéimente o nimero de linfécitos T CD4
e de células ativadas CD66 CD25 nos pulmdes somente dos animais iNOS KO. Os
animais WT, depletados ou ndo, mostraram nimerdsideitos T CD4 equivalentes. A
populacéo celular duplo positiva T CIZD69" também se encontrou reduzida nos pulmdes
dos animais KO depletados, comparado aos animaisgkdOO mesmo comportamento foi
visto com o numero de macrofagos que foi signitiearente reduzido nos pulmdes dos
animais KO depletados. Um menor niumero desses fagos expressavam as moléculas
(CD11b, CD11c e B e as moléculas coestimuladoras (CD40D80 e CD86) e ainda
houve reducdo de células duplo positivas (CD11bCD8D4CGI1a” e CD11cCD8§. O
namero e a ativagdo dos macrofagos de animais WIEtddos, mais uma vez, apresentou-se
semelhante comparado aos macrofagos do grupo W.IAg@o pudemos observar, ocorreu
um maior recrutamento e ativacao de linfécitos ergfagos associado ao controle da carga

fungica nos pulmdes de animais KO na segunda sedeafeccdo e que os linfocitos T



CD8" desempenham papel importante no controle da ¢anggca. Além disso, a deplecéo

desses linfécitos levou a redugédo do recrutamegitdac somente nos pulmdes dos animais
INOS KO, o que pode ter sido responsavel pelo maionero de UFC pulmonar desses
animais. Ja nos animais WT, como esses linfocit@®DB" ja encontravam-se em nimeros
reduzidos nos pulmdes, sua deplecdo néo acarretore@ucédo no infiltrado celular para

esses animais e nem aumentou a carga fungica patmon

Uma hipotese para entendermos o efeito da deptidiafdécitos T CD8 na reducédo
do nimero de células T CD4 de macréfagos pulmonares, aliado ao aumentoadm c
fungica nos pulmdes dos animais NO-deficientesa sepossivel efeito dessa deplecdo em
um grupo especial de células dendriticas do fead@ip&.’, as DC linfoides. Essas células
estdo localizadas na regido da polpa branca do, pa@is precisamente na bainha linfoide
periarteriolar (PULENDRAN et al., 1997), regidoasica em linfécitos T, favorecendo a
interacdo das DCs com os linfécitos. Essas cél@Bsa'DC, quando estimuladas por
antigeno e/ou IFN; produzem IL-12 e induzem resposta imune celulartigo Thl
(HOCHREIN et al., 2001). Sado ainda altamente eridasi e possuem a capacidade de
internalizar células apoptoticas (IYODA et al.,, 200SCHULZ e SOUSA, 2002) e
apresentacao antigénica via MHC de classe | (DEMNAt al., 2000) para a estimulacéo de
linfécitos T CD8 (JUNG et al., 2002). Essas DCs também podem sirpasrespostas de
linfécitos T gerando tolerédncia (ALBERT et al., 200BELZ et al., 2002). Embora as
CD8x'DCs participam na ativagdo de linfocitos T no rémmimento de antigenos estranhos
(MALDONADO-LOPEZ et al., 1999), essas células démhs possuem ainda a capacidade
de discriminar antigenos proprios, evitando 0 deslgimento de respostas imune
potencialmente autorreativas. Deste modo essasaD&#£s da acdo da IDO (degradacao do
triptofano em kirunenina) geram apoptose e/ou aaetg linfécitos T, contribuindo assim
para a tolerancia de linfécitos T a antigenos poSpna prevencédo de doencas autoimunes
(GROHMANN, et al., 2000; QUARATINO et al., 2000; BDIRESMITH et al., 2000;
GROHMANN et al., 2001).

Assim, sendo as DCs importantes células apreseafdde antigenos para a
estimulacdo e ativacao de linfécitos T, consequeaitte as células T ativadas produziriam
IFN-y para a melhor ativagdo dos macréfagos na elimindg&ungo. Embora nosso trabalho
ndo tenha avaliado a presenca das célulasx@BB achamos que o tratamento com anticorpo
anti-CD&: possa ter eliminado tanto as células T CB@mo as CD&'DC. Além disso, com
um menor nimero dessas DCs resultaria na dimingigaativacdo de linfocitos T CD4jue

realmente encontravam-se em numero reduzido ndradfo pulmonar dos animais KO



depletados. Ainda, como os linfécitos T CD8 sdodrtgnte fonte da sintese de IfFNa
reducdo dos mesmos poderia também ter contrib@idogpdiminuicdo do numero e ativacao
dos linfécitos T CD4 do tipo 1 e do afluxo de macrofagos para os pundies animais
INOS-deficientes. A polarizacdo da resposta imuae @ perfil Thl induzido por células
dendriticas do fenotipo C@8 foi visto por Hammad et al. (2004) no modelo de asm
experimental quando essas GDBC esplénicas, primadas com OVA (ovalbumina) e
injetadas intratraquealmente em animais trangémpaos OVA, produziam baixos niveis de
citocinas do tipo Th2 (IL4, IL-5, IL-10) e altodweis de IFNy, acompanhado de pouco
recrutamento de eosindfilos para os pulmdes.

Recentemente, Neuenhahn et al. (2006) mostrararelegante modelo de infecgéo
pela bactéria intracelular. monocytogenegue quando os camundongos eram infectados pela
via intravenosa, essa bactéria era capturada rapitta no baco e preferencialmente por
células dentriticas do perfil CB8DC, ja que o nimero de bactérias recuperadas dasout
populacdes celulares como M@, PMN e @GDBC foi expressivamente inferior ao nimero
recuperado das C8DC, mostrando que essa populacio especial de séatdriticas sdo
as responsaveis pela captura de bactérias vindsandpie periférico quando atingem o baco.
Observou-se que a deplegdo de células CDafetou as CD&DC esplénicas assim como o
nimero de bactérias recuperadas. Além disso, ssisgoemostrou que as CBH®C, como
acreditava-se anteriormente, ndo estavam ressotagnte na regido da polpa branca do bacgo,
ou seja, regiao de linfocitos T, ja que essas aglidram eficientes na captura de outros tipos
de bactérias, com8&. typhimuriumvindas do sangue além de particulas inertes easélul
apoptoticas. Deste modo, a presenca dessas DO@bdeivada também na zona marginal e
regido da polpa vermelha do baco. Quando este gdgp@esquisadores foi avaliar a
capacidade de APCs dessas GIDEC na proliferacéo celular de linfécitos T CD8bservou-
se que esses linfcitos proliferavam na presencarpreendentemente na auséncia dessas
DCs, atribuindo neste momento aos M@ a fungdo desAia auséncia das CIO®C.

Sabemos que no modelo de infeccado pulmonar Pelwrasiliensis esse fungo tem a
capacidade de disseminar pelo sangue e linfa atlngfigado e baco. Nossos resultados
mostraram que em tempos distintos da doenca, fageda ou crbnica, a disseminacao
hepética e esplénica € a mesma em ambos animai®e KT. Ainda no animal que
desenvolve maior carga fangica nos pulmdes, esszrdinacdo permanece equivalente ao
grupo menos doente. N&o avaliamos a presenca deB8asDC esplénicas nos animais NO-
deficientes e no seu grupo controle, mas atravégedatura, podemos supor que estas DCs

tenham um papel relevante na PCM.



E interessante também supor que as células deadri@D8" que produziam IDO
estariam controlando a carga fangica na segundarsede infecgcdo nos animais deficientes
de NO.

A diminuicdo de células T CD4 T CDS§, possivelmente induzida pela auséncia de
apresentacdo de antigenos do fungo pelasiiBs, explicariam também o menor afluxo de
macréfagos ativados para os pulmdes dos animaigéfetados de células C&8 Haveria
reacdes de imunidade celular menos intensas modstinfeccdo e o concomitante menor
afluxo de mondcitos, que se transformariam em nfagos ativados, para a leséo
inflamatoria.

Em concluséo, nosso trabalho trouxe até aqui noWasmacdes do papel da sintese
de NO na PCM experimental. Primeiro, o papel destdiador ndo havia sido previamente
investigado no modelo pulmonar de infeccdo fpeldrasiliensisusando animais iINOS KO.
Segundo, a caracterizacdo do exudato inflamatdéego adimais deficientes revelou a
associacdo de aumento de células T TB4CDS8 ativadas, bem como de macréfagos
ativados com menor crescimento fungico. Essa imategio transitoria parece ter sido
prejudicada em fases mais tardias da infeccdo peinento da expansédo de células T
reguladoras as quais estavam associadas a prediemgaida de células T efetoras e de
macroéfagos ativados nos exudatos pulmonares. Amgegtecao resultante da deficiéncia de
NO foi concomitante com aumento da secrecao de dlEe melhor organizou as lesdes
pulmonares. Mais ainda, pudemos demonstrar a jpa¢&o efetiva do TNlk-e de linfécitos
T CD8' na resposta imune de animais iNOS KO e WT. A adinticaan vivode TNFe e de
linfocitos T CD8 aboliu a vantagem transitéria conferida pela dficia de NO na
imunidade contra a infeccao pétobrasiliensis



6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou o efeito temporal>ddodnitrico em momentos
distintos da infeccdo pulmonar pdfo brasiliensisem animais geneticamente deficientes da
enzima oxido nitrico sintase-induzida (iNOS). SenddO importante molécula microbicida
importante na eliminacdo de inUmeros patdgenos,trames que a sua presenca €
dispensavel na fase aguda do nosso modelo expeaiméds animais NO-deficientes
apresentaram doenca menos grave com menor numeddd@epulmonar, além de intenso
infiltrado inflamatério pulmonar de linfécitos Treacrofagos ativados, que parecem controlar
o crescimento fungico e disseminacdo do mesmo @@aos mais distantes. Ainda nesse
momento observamos a producdo aumentada deolNHmonar que poderia estar atuando
no recrutamento de células e expressdo de molételladesdo para o foco da infeccdo. Uma
vez neutralizada essa citocina, notamos certo atontkn carga fungica nos pulmdes, uma
certa polarizagdo de citocinas para o perfil Th3/® ainda intenso afluxo inflamatorio
pulmonar. Verificamos ainda que a presenca deditt® T CD8 nos pulmdes contribuiu
com o ‘tlearancé fungico, ja que a deplecdo desses linfocitos iooasl em aumento da
carga fungica pulmonar e expressiva reducédo deagéigrde células T e macréfagos para os
pulmdes dos animais INOS KO. O estudo da atividadgicida de macrofagos alveolares
mostrou que apesar do menor numero de fungos nexlgse esses macrofagos apresentavam
atividade fungicida ineficiente, aléem de ndo serativaveis por IFNy. Além disso, a
deficiéncia de NO resultou no aumento significatieoperoxido de hidrogénio produzido por
esses macroéfagos, talvez um mecanismo compensaotmtativa de eliminar o fungo.

Por outro lado, na fase crénica do nosso modelesergbmos quadro da doenca
contrario aquele da fase aguda. Nos animais iINOSH@2mos observar aumento da carga
fungica pulmonar, acompanhada de menor ativacdacélidas T e macréfagos. Neste
momento notamos um aumento da frequéncia de célutaguladoras que poderiam estar
controlando a ativacdo exacerbada do sistema irdunente a persisténcia do patégeno.
Apesar de maior carga fungica nos pulmdes, asdga@lenonares mostraram-se organizadas
em granulomas bem formados e coalescentes, comsmt@filtrado celular que foi
importante para conter o fungo no sitio primario idéeccdo. Atribuimos este perfil
histologico a acdo do TNé&- jA que a sua neutralizacdo em fases precocesfelecdo

resultou em desorganizacao das les6es pulmonaneste precoce dos animais KO. Ainda, a



neutralizagdo de TNE-induziu uma inflamagé&o intensa nos pulmdes dasa@siiNOS KO,
gue pode ter contribuido com a menor sobrevideedemsmais.

Deste modo, pudemos através de um unico modelaimgrgal, demonstrar que o
oxido nitrico controla multiplas fungdes imunoldagcdurante o curso da doenca. Além do
controle da carga fungica, regula a reatividadenweréofagos, linfécitos T, sintese de
citocinas e organizacao de lesdes inflamatoria®e &mjunto de atividades pode traduzir-se,

entdo, em efeitos deletérios ou protetores aosedesps infectados peR. 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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

