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RESUMO

ARAUJO, E.F. A IDO controla a carga fungica e a imunidade celular de camundongos
suscetiveis e resistentes a infeccdo pelo Paracoccidioides brasiliensis. 2009. 106 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 20009.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica de evolugdo aguda,
subaguda ou cronica causada pelo fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis (Pb). O
propdsito deste trabalho foi investigar in vitro e in vivo o efeito da indolamina-2,3-
dioxigenase (IDO) na nfeccdo causada pelo fungo Paracoccidiodes brasiliensis utilizando
camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) ao fungo. Na PCM, 0s mecanismos de
regulagdo mediada pela imunidade inata e celular ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Os
macrofagos possuem uma enzima induzida por IFN-y, a indolamine 2,3-dioxigenase (IDO),
que catalisa 0 metabolismo do triptofano ao longo da via das quinureninas, inibindo a
proliferagdo de microorganismos intracelulares. O papel da IDO na PCM murina, no entanto,
nunca havia sido investigado. Assim, 0 objetivo do nosso trabalho foi investigar in vitro e in
vivo, o papel da IDO nos mecanismos de imunoprotecdo de imunidade inata e adquirida de
camundongos suscetiveis (B10.A) e resistentes (A/J) ao fungo P.brasiliensis. Macrofagos
peritoneais induzidos com tioglicolato, previamente ativados ou ndo por IFN-y, foram co-
cultivados com o fungo. 1-metil-triptofano (IMT, 1mM), um inibidor especifico da enzima
IDOfoi utilizado para caracterizar a funcdo da IDO nos mecanismos secretores e fungicidas de
macrofagos. A gravidade da infeccdo, a producdo de NO e de quinurenina foram avaliados
apos 48 horas. Pudemos demonstrar que 1MT inibe a atividade fungicida de macrofagos
B10.A e A/J como evidenciado pelo aumento de carga fungica nas culturas tratadas com a
droga. Resultados equivalentes foram obtidos com macréfagos pré-ativados ou ndo com IFN-
v. Nos experimentos in vivo, camundongos B10.A e A/J ndo tratados e tratados com 1MT
(5mg/ml/animal) foram infectados pela via i.t. com 1 milh&o de leveduras viaveis de Pb e
sacrificados 2 e 8 semanas pos-infeccdo. Comparados com 0s grupos controle, camundongos
B10.A e A/J 1MT-tratados apresentaram maior carga fungica pulmonar com alteragdes nos
niveis de NO apenas nos animais A/J na oitava semana pos-infec¢do. Depois de 2 semanas
1MT nado influencia a frequéncia de leucaocitos infiltrantes do pulméo de camundongos A/J,
mas induz um maior afluxo de células TCD4+ e T CD8 + nos camundongos B10.A. Além

disso, tanto em camundongos A/J como em B10.A ocorre um efeito tardio de IDO sobre a



expansdo de células TCD4+. Em ambas as linhagens de camundongos, IDO mostrou-se
indutora de células T regulatorias e apoptose de linfécitos. Este trabalho demonstrou pela
primeira vez que a enzima IDO desempenha um duplo papel na PCM experimental murina,
tanto de camundongos suscetiveis como resistentes. A enzima exerceum evidente efeito
fungicida mas ao mesmo tempo regula negativamente a imunidade T-mediada que é um dos

mecanismos efetores mais importantes contra esta micose profunda.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Indolamina-2,3-dioxigenase.  1-metil-
triptofano. Linfdcitos. Macréfagos.



ABSTRACT

ARAUJO, E.F. IDO controls the fungal loads and cellular immunity in pulmonary
paracoccidiodomycosis developed by susceptible and resistant mice to the fungus. 20009.
106 p. Master Thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2009.

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the inhalation of Paracoccidioides
brasiliensis (Pb) spores, is a major pulmonary fungal disease in South America. In PCM, the
regulatory mechanisms mediated by innate and cellular immunity are still unclear.
Macrophages have the IFN-gamma-inducible enzyme, the indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) which catalyses the tryptophan metabolism along the kynurenine pathway, inhibiting
the proliferation of intracellular microorganisms. The role of IDO in murine PCM, however,
was never previously investigated. Thus, the aim of our work was to investigate in vitro and
in vivo the role of IDO in the immunoprotection of resistant (A/J) and susceptible (B10.A)
mice against Pb infection. Thyoglicolate-induced peritoneal macrophages previously
activated or not by IFN-y, were co-cultivated with fungal cells. 1-methyl-DL-tryptophan
(IMT, 1 mM) was used in some cultures to inhibit IDO activity. The severity of infection and
NO production were assessed 48h later by CFU assays and the Griess reaction, respectively.
We could demonstrate that IMT inhibits the fungicidal activity of both, B10.A and A/J
macrophages as evidenced by the increased fungal loads obtained from 1MT-treated cultures.
Equivalent results were obtained with normal and IFN-y activated macrophages. For in vivo
experiments, normal and 1MT-treated (5 mg/ml) B10.A and A/J mice were infected by the i.t.
route with one million yeast cells and sacrificed 2 and 8 weeks post-infection. Compared with
control groups, 1MT-treated B10.A and A/J mice presented higher pulmonary fungal burdens
and minor alterations in the levels of pulmonary NO. After week 2 post infection treatment
with IMT did not influence the frequency in lung infiltrating leukocytes of A/J mice but
induced increased frequency of CD4+ and CD8+ T cells in the lungs of B10.A mice. At week
8, however, IDO affected the expansion CD4+ T cells in both, B10.A and A/J mice. In
addition, in both mouse strains IDO was shown to induce increased numbers of apoptotic
lymphocytes. This work demonstrated for the first time that the enzyme IDO plays a dual role
in murine PCM of susceptible and resistant mice. A protective effect was mediated by

tryptophan starvation which results in diminished fungal loads associated with



immunossupressive activity on T cell immunity, the major protective mechanisms of hosts

against P.brasiliensis infection.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis. Indoleamine-2,3-dioxygenase. 1-methyl-

tryptophan. Lymphocytes. Macrophages.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é em geral doenca cronica e sistémica causada pelo
fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis e acredita-se ser adquirida pela inalagdo de
propéagulos do fungo (RESTREPO, 1988). A gravidade da doenca depende, entre outros
fatores, da resposta imune adquirida do hospedeiro, que, entretanto, sabe-se ser
profundamente influenciada pelos mecanismos de imunidade inata. A doenca grave cursa com
anergia da resposta imune celular, grande ativacdo do compartimento humoral da imunidade e
lesBes teciduais frouxas, ndo organizadas. Ao contrario, a doenga benigna, localizada em um
6rgdo ou involutiva, devido ao tratamento quimioterapico adequado, apresenta-se associada a
reacOes positivas de imunidade celular, producdo de baixos titulos de anticorpos e lesdes,
guando presentes, sob a forma de granulomas bem organizados (FRANCO et al., 1989;
BRUMMER et al., 1993).

Pouco se conhece sobre os mecanismos de imunidade inata associados a estes padrdes
diversos de resposta imune ao P. brasiliensis . Sabe-se, porém, que macrdfagos sao células
importantes na regulacdo do crescimento fangico e que a ativacgdo pelas citocinas IL-12, TNF-
a e IFN-y sdo fundamentais para o desenvolvimento de atividade fungicida (BRUMMER,
1994, CANO et al., 1994; GONZALEZ et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2002). Por outro
lado, as prostaglandinas parecem regular negativamente a atividade protetora dos macréfagos
humanos (SOARES et al., 2001).

A maioria dos individuos infectados desenvolve uma infeccdo pulmonar
assintomatica, sdo, porém, paracoccidioidina positivos e ndo apresentam sinais clinicos da
doenca. Correspondem aqueles que se infectaram, desenvolveram o complexo primario, mas
ndo progrediram para a doenca (ANGULO-ORTEGA, 1972). Recentemente, Mamoni et al.
(2006) mostraram que esses individuos assintomaticos, infectados pelo Pb e quem néo
desenvolviam a doenga, apresentavam uma resposta imunologica do perfil Thl com
predominio de linfécitos TCD8" citotoxicos os quais eram fonte de IFN-y e aumento de
linfocitos TCD4" auxiliares que produziam altos niveis de IL-2 e TNF-a, além de maior
expressao das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 em linfécitos do sangue periférico as quais
estdo correlacionadas com a maior producdo de IFN-y. Porém, decorrente da progressdo do
complexo primario, da reativacdo do foco quiescente (reinfeccdo enddgena) ou, ainda, de

reinfeccdo exogena é que se desenvolvem manifestacdes clinicas da doenca.
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As manifestacbes clinicas sdo classificadas como Forma Aguda ou Juvenil (FJ) e
Forma Cronica ou Adulta (FA) da PCM (FRANCO et al., 1989). A FJ acomete mais criancas
e jovens com idade inferior aos 30 anos, de ambos o0s sexos, desenvolve-se em semanas ou em
poucos meses apds a exposicdo ao fungo. Ocorre o comprometimento do sistema
mononuclear fagocitico, apresenta altos titulos de anticorpos, aumento de linfonodos e
hepatoesplenomegalia (BENARD et al., 1994). N&do sdo comuns evidéncias radioldgicas de
comprometimento pulmonar, assim como envolvimento da mucosa oral. Do ponto de vista
imunolodgico, a FJ apresenta predominancia de citocinas anti-inflamatorias, IL-10 e TGF-p
nos linfonodos desses pacientes (NEWORAL et al., 2003), altos niveis de anticorpos
especificos 1gG4 e de IgE, eosinofilia e resposta imune celular especifica suprimida
(BENARD et al., 1997; MAMONI et al., 2002).

A FA, por outro lado, é mais frequente, corresponde a aproximadamente 90% dos
casos, acomete principalmente individuos do sexo masculino, geralmente lavradores rurais
que apresentam maior contado com o fungo no solo numa possivel area endémica. Ainda, a
FA apresenta longa duracdo; a instalacdo € lenta e gradual, resultando da reativacdo fungica
de focos quiescentes os quais podem persistir por décadas (FRANCO et al., 1989). Entre os
fatores desencadeantes da doenca, tem sido citados o alcolismo, a desnutricdo e, em inimeros
casos, o tabagismo (MURRAY et al., 1974; LEMLE et al., 1983).

Ainda nesta forma clinica ocorre 0 comprometimento pulmonar, que é praticamente a
regra de manisfestacdo clinica, com lesdes granulomatosas, além de lesGes em mucosas orais
e linfonodos cervicais (MAGALHAES et al., 1994). As lesdes na cavidade oral s&o uma
manifestacdo importante, pois permitem um diagnostico clinico precoce (ALMEIDA e
JUNIOR, 2003). Pode ocorrer disseminacdo para os linfonodos abdominais, figado, bago,
glandulas adrenais, pele, ossos e cérebro (RESTREPO, 2000; FAICAL, 1996). Esta bem
estabelecida que a maioria dos pacientes com paracoccidioidomicose que desenvolvem lesdes
na mucosa oral refere-se a individuos masculinos que desenvolvem a forma crénica da doenga
(BLOTTA, 1999). O estudo de Villalba (1998) mostrou que em 64 casos de pacientes com
PCM, 93% sdo homens, com idade média de 43 anos e a proporc¢do entre homens e mulheres
era de 15:1. Deste modo, a suspeita de que fatores hormonais femininos poderiam conferir
protecdo contra o desenvolvimento da PCM foi apoiada pela observacdo de estudos que
mostraram que o0 horménio 17-f estradiol inibia a conversdo de fase de conidio infectante
para levedura patogénica (ARISTIZABAL et al., 1998). O mecanismo pelo qual o 17-B

estradiol atua no P. brasiliensis seria 0 bloqueio da sintese de proteinas que se expressam
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durante a transformacdo da fase de micélio para levedura. Portanto, através desses
mecanismos, o estrdgeno pode interferir na patogenicidade do P. brasiliensis (LOOSE et al.,
1983). Além disso, estudos recentes demostraram que o 17- estradiol pode induzir in vitro a
producdo de Oxido nitrico (NO) e aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) em macrofagos peritoneais (HONG e ZHU, 2004).

Do ponto de vista imunoldgico, Baida et al. (1999) demonstraram que a FA apresenta
niveis elevados de citocinas do padrdo Thl (IFN-y) além de anticorpos especificos 1gG2 e IgA
de mucosa, sugerindo certo controle da infeccdo e doenca menos grave. As lesdes de mucosa
oral, tipicas nessa forma clinica sdo ricas de linfocitos T CD4" que contem a quantidade de
fungos na lesdo (NEWORAL et al., 2003). Ha, porém, casos graves associados com ativacdo
exacerbada da imunidade humoral, prevaléncia de citocinas do padrdo Th2 e imunidade
celular deprimida.

Assim, os individuos que apresentam maior controle sobre a producdo de anticorpos e
apresentam imunidade celular preservada, correspondem a doenca menos grave, enquanto que
a presenca de hipergamaglobulinemia, formacdo de imune complexos séricos, ativacao
policlonal de linfdcitos B, relacionam-se aos quadros de maior gravidade da PCM (ARANGO
e YARZABAL, 1982; SINGER-VERMES et al., 1993; CANO et al., 1995).

A resposta imune inata contra os fungos, por sua vez, baseia-se no reconhecimento de
estruturas moleculares conservadas encontradas em inimeros grupos de microrganismos, 0s
PAMPS (“pathogen-associated molecular patterns”) (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002)
que sédo reconhecidos pelos seus receptores, os PRR (“pattern recognition receptors”), sendo
os TLR (“toll like receptors”) um dos grupos mais importantes. Os TLRs compreendem
varios componentes designados de TLR1 a TLR9, que reconhecem diferentes estruturas
moleculares nos patdgenos, e estdo presentes nas membranas celulares e endocelulares das
celulas da imunidade inata; ha ainda os receptores do tipo lectinas-c como os receptores para
manose (MR), dectina 1 e 2 que reconhecem [B-glucanas e os receptores tipo ‘“scavenger”
tambem presentes em células da imunidade inata, como neutrofilos (PMN), macrdéfagos (Mo)
e células dendriticas (DC) possibilitando a fagocitose dos patégenos (GORDON, 2002;
BROWN e GORDON, 2003; AKIRA et al., 2006). Os TLRs sdo importantes em inimeros
aspectos na eliminacdo de micro-organismos. Sua ativagdo leva a producdo de indmeras
moléculas de adesdo e estimuladoras, dentre elas as quimiocinas que participam do
recrutamento de fagocitos para o foco da infec¢do. A ativacdo de DCs, via TLRs, tornam estas

celulas imunogénicas e com habilidade de induzir a ativagdo de linfocitos T “helper” Thl,
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Th2, ou Th17 responsaveis pela resposta imune adaptativa. Por exemplo, os TLR4 de DCs
estimuladas com LPS produzem altos niveis de IL-12 e TNF-a, ¢ baixos niveis de IL-10,
favorecendo a resposta do tipo Thl (REIS e SOUSA, 2004). Netea et al. (2002) foram os
primeiros a descreverem a importancia dos TLRs no reconhecimento de estruturas fungicas
no modelo de Candida albicans no qual animais deficientes geneticamente de TLR4
apresentavam maior suscetibilidade & candidiase e menor recrutamento de neutréfilos para o
foco da infeccdo, comparado ao grupo controle. Recentemente, nosso laboratorio mostrou o
papel destes receptores TLR na imunidade inata frente ao P. brasiliensis. Em revisao recente
de Calich et al. (2008) foi relatado que camundongos deficientes de TLR2 e TLR4 e
infectados pelo Pb, apresentavam menor carga fungica pulmonar, com diminuicdo da
producdo de NO e de IL-12, aumento de IFN-y, diminui¢do do recrutamento de células
mononucleares para os pulmdes (macrofagos e linfocitos T CD4 ativados), paralelo aos niveis
diminuidos da quimiocina MCP-1; havia, porém, aumento de neutrofilos para o foco da
infeccdo. O resultado oposto, entretanto, foi visto com animais deficientes da proteina
adaptadora MyD88, responsavel pela ativagdo via NFkB de todos os TLRs, (TAKEDA e
AKIRA, 2005). A infeccio de camundongos MyD88™ pelo Pb resultou em doenca mais grave
com maior carga fungica, aumento da mortalidade e niveis diminuidos de citocinas pro-
inflamatorias e de 6xido nitrico (CALICH et al., 2008). Assim, estes estudos mostraram que a
deficiéncia de MyD88 parece ser mais importante do que a deficiéncia de TLR2 e TLR4 na
PCM murina e que o P. brasiliensis parece utilizar destes TLRs como mecanismo de
viruléncia pois facilita o acesso do fungo aos macrofagos garantindo sua multiplicacdo no
hospedeiro.

Somam-se a importancia dos receptores do tipo TLR, os receptores para C3b (CRS3,
CD11b/CD18) que sé@o integrinas de membranas que reconhecem iC3b do sistema
complemento, além de receptores de f-glucanas e outros componentes da parede celular dos
fungos que apresentam manose (BROWN e GORDON, 2003), sdo importantes no
reconhecimento do patégeno. Nosso laboratério mostrou que a interacdo do P. brasiliensis
com macrofagos peritoneais de camundongos era potencializada pela opsonizagdo das
leveduras por iC3b (CALICH et al., 1979).

Além dos receptores responsaveis pelo reconhecimento de patdgenos durante a
resposta imune inata é importante lembrar que a sintese de quimiocinas favorece o
recrutamento e direcionamento de fagocitos, além disso, a sintese de citocinas (IFN-y e 1L-12,

produzidas por linfocitos T e células NK) aumenta o “burst” oxidativo de neutrofilos, com a
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producdo de radicais de oxigénio, bem como potencializa a fagocitose de macréfagos. Os
PMN s&o amplamente encontrados em leses de pacientes com PCM (NEWORAL et al.,
2003) e participam das respostas inflamatorias ao P. brasiliensis através da liberacdo de
radicais de oxigénio e nitrogénio; granulos citoplasmaticos de peroxidase que sdo liberados
durante a fagocitose e participam da morte de leveduras ingeridas ou extracelulares
(MELONI-BRUNERI et al., 1996; GONZALEZ et al., 2000). J& a imunidade adaptativa
caracteriza-se principalmente pela utilizagdo do repertério heterogéneo de linfocitos T CD4" e
T CD8" que produzem citocinas, além de anticorpos que podem funcionar como opsoninas.

Nosso laboratério (CALICH et al., 1985) desenvolveu um modelo de infeccdo
intraperitoneal (i.p.) com o Paracoccidioides brasiliensis e demonstrou que entre vérias
linhagens isogénicas de camundongo, havia diferencas significantes na susceptibilidade ao
fungo. Foram caracterizadas como as mais resistentes as linhagens A/Sn e A/J, enquanto que
animais B10.A mostraram-se altamente susceptiveis a infecgdo pelo fungo. No modelo de
PCM pulmonar empregando as mesmas linhagens de camundongos, utilizando, porém, a via
intratraqueal (i.t.) de infeccdo, foi observado que camundongos A/Sn desenvolvem PCM
crbnica, benigna, restrita aos pulmdes, caracterizada por limitado nimero de lesdes
granulomatosas bem organizadas com poucas leveduras viaveis. Animais B10.A, ao contrario,
desenvolvem doenca disseminada, progressiva, caracterizada pela presenca de numerosas
lesbes granulomatosas mal organizadas contendo muitos fungos viaveis, além de serem
anérgicos nas reacdes de hipersensibilidade do tipo tardio (CALICH et al.,, 1994). Os
resultados obtidos sugeriram que a resisténcia a PCM estava associada a atividade de
linfocitos T, macrdfagos e celulas B mediadas por IFN-y (CANO et al., 1995). Cano et al.
(1998) demonstraram que ao inicio da infeccdo intratraqueal havia um balanco na producédo
de citocinas Thl (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) no local da inoculagéo.
Inesperadamente, entretanto, verificou-se que na linhagem A/Sn o nivel de producéo dos dois
grupos de citocinas era menor do que na linhagem B10.A, indicando que camundongos
susceptiveis apresentavam uma maior resposta ao fungo.

As formas polares do nosso modelo experimental sdo similares a
paracoccidioidomicose humana que se apresenta em padrdes distintos, desde aqueles
benignos, localizados, com preservacdo da imunidade celular, e aqueles disseminados,
associados a supressdo da resposta imune mediada por linfécitos T (CALICH e BLOTTA,
2005). Dentre as citocinas, o IFN-y parece ser a mais importante nos fendémenos de

imunoprotecdo. A deplecdo de IFN-y por anticorpos monoclonais agravou a doenga, tanto em
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animais susceptiveis, como em animais resistentes ao fungo desencadeando exacerbada
infeccdo pulmonar, disseminagdo para figado e baco, diminuicdo da resposta imune celular
especifica e aumento dos niveis de anticorpos especificos (CANO et al., 1998). Souto et al.
(2000) ao estudarem o papel do IFN-y (com animais KO, deficientes do gene funcional para
IFN-y) e do TNF-a (através de animais p55KO, deficientes para o componente de 55 kDa do
receptor de TNF-a) na resisténcia a infeccdo ao Pb, demonstraram que ambas as citocinas
atuam no mecanismo de resisténcia a doenga, e cuja presenca leva a infeccdo com menor
carga fungica nos pulmdes, formacdo de granulomas bem organizados e maior sobrevida aos
animais. Além disso, o IFN-y induz a producdo de 6xido nitrico que determina anergia de
células T e diminui a proliferacédo celular.

Os macrofagos, além de produzirem e liberarem mediadores inflamatorios e
quimiotaticos, também sdo eficientes células apresentadoras de antigenos (APCs). Participam
do processo de fagocitose de particulas e agentes microbianos e os carreia via linfaticos aos
linfonodos, onde as respostas imunes especificas sdo geradas. Assim, os macréfagos podem
estar envolvidos tanto nas respostas imunes inatas como nas adquiridas ao P. brasiliensis
atuando como células efetoras da imunidade inata e adquirida. Estudos realizados com o
modelo intraperitoneal (i.p.) e com o modelo pulmonar da PCM demonstraram que a infec¢éao
pelo P. brasiliensis leva a diferentes graus de ativacdo de macrofagos, que dependem do
padrdo genético da linhagem de camundongo empregada (KASHINO et al.,1985).
Macréfagos alveolares de camundongos resistentes produzem altos niveis de peréxido de
hidrogénio a partir do segundo més de infeccdo, enquanto que aqueles de animais susceptiveis
ndo o fazem (CANO et al., 1995).

O oxido nitrico (NO) ¢ gerado pela oxidacdo de um dos nitrogénios do aminoacido L-
arginina e é um dos principais responsaveis pela atividade microbicida dos macrofagos
(HIBBS et al., 1987, 1988). A enzima Oxido-nitrico-sintetase induzida (iNOS ou NOS2) é
produzida durante a ativagcdo dos macrofagos pelos microrganismos ou produtos bacterianos
como LPS, bem como por citocinas pro-inflamatérias como o IFN-y, TNF-a e IL-12
(CORRALIZA et al., 1995; MACMICKING et al., 1997). Em um modelo de infeccéo in vitro
de macrofagos peritoneais de camundongos por conideos de P. brasiliensis, Gonzalez et al.
(2000) demonstraram que o Oxido nitrico (NO) induzido pela ativacdo de macrofagos por
IFN-y participa da inibicdo da transformacgdo dos esporos em células leveduriformes e da
estimulacdo da atividade fungicida. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por

Bocca et al. (1998) que demonstraram que o tratamento in vivo com um inibidor de éxido
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nitrico agrava a doenca de camundongos (C57BL/6) infectados pelo P.brasiliensis.
Entretanto, no curso da doenga o0 NO também induz imunossupressdo que se manifesta por
diminuicdo da expressdo de antigenos la (MHC de classe Il) em macrofagos, prejudicando
desta forma a apresentacdo antigénica para os linfocitos T e consequente reducdo da
linfoproliferagdo (BOCCA et al., 1998, 1999). Nesta mesma linha, nosso laboratorio
demonstrou que macrofagos de animais resistentes produzem baixos niveis de NO e altos de
TNF-a, enquanto que macrofagos de camundongos susceptiveis estimulados por leveduras
vivas do fungo produzem niveis elevados de NO e baixos de TNF-o (NASCIMENTO et al.,
2002).

A IL-4, a mais tipica citocina Th2, tem uma funcdo dupla na PCM: dependendo do
padrdo genético do hospedeiro pode ser protetora ou exacerbadora da doenca pulmonar
(ARRUDA et al., 2004; PINA et al., 2004). Os leucdcitos polimorfonucleares (PMN) atuam
na da imunidade inata e parecem proteger camundongos susceptiveis ao P.brasiliensis ,
enguanto que nos camundongos resistentes, a protecdo ocorre somente no inicio da infeccgéo.
Em um trabalho recente realizado por Pina et al. (2006), foi observado que a deplecdo de
PMN induzia doenga muito grave nos camundongos susceptiveis, associada a elevados niveis
de citocinas pré-inflamatdrias. Assim, a ativacdo excessiva do sistema imune pode ser
deletéria ao hospedeiro. Diferentemente do que se supunha na doenca humana, experimentos
de deplecdo in vivo e com camundongos nocaute (KO) para genes de subpopulacdes
linfocitarias (CD4 e CD8) tém demonstrado que os linfécitos T CD8 sdo fundamentais para o
controle da PCM pulmonar e podem se apresentar sob os padrfes do tipo 1 (secretor de IFN-
Y) ou tipo 2 (secretor de IL-4) de ativacdo. Além disso, estes linfcitos parecem ser
fundamentais para o controle da carga fungica pulmonar (CANO et al., 2000; CHIARELLA,
2003; CALICH e BLOTTA, 2005). Os linfocitos T CD4 do tipo 1 sdo ativados ao inicio da
resposta imune de camundongos resistentes que mais tardiamente ativam subpopulagdes Th2.
Esta ativacdo parece contribuir para o padrdo resistente, talvez regulando negativamente
processo inflamatorio lesivo para tecidos do hospedeiro. A subpopulacdo T CD4 de
camundongos susceptiveis é completamente anérgica e a doenca destes animais ndo se altera
pela deplecdo seletiva de linfocitos T CD4. Assim, em camundongos susceptiveis outros
mecanismos imunorregulatorios parecem estar associados a susceptibilidade genética a
doenca. Neste aspecto, recentes trabalhos realizados com pacientes tém demonstrado que a
imunossupressdao na PCM esta associada a expressdo aumentada de moléculas CTLA-4 por
linfocitos de pacientes (CAMPANELLI et al., 2003), a apoptose de células T (CACERE et
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al.,, 2002) e a acdo de células T reguladoras de fendtipo T CD4+CD25+ Foxp3+
(CAVASSANI, 2006).

No nosso modelo experimental, vérias observacdes indicam que o paradigma Th1/Th2
de ativacdo da resposta imune adaptativa ndo explica completamente os fendmenos de
resisténcia e susceptibilidade ao fungo. Assim, a IL-4 é protetora para camundongos
susceptiveis (ARRUDA et al., 2004), o tratamento com IL-12 ex0gena leva & menor
disseminacdo do fungo, mas induz intensa patologia pulmonar associada com exuberante
influxo de células inflamatorias (ARRUDA, et al., 2002), a deplecdo de células T CD4 nédo
altera o curso da doenca (CHIARELLA, 2003) e a producdo excessiva de 6xido nitrico induz
anergia da imunidade celular (NASCIMENTO et al., 2002).

Recentemente tém sido descritos novos mecanismos de controle da resposta imune.
Linfécitos reguladores T CD4+ parecem exercer um papel fundamental nos processos de
contencdo de respostas imunes excessivas que podem levar a intensa patologia tecidual, assim
como na manutencdo da tolerdncia a auto antigenos. Ha varias subpopulacdes de células T
reguladoras (Treg), mas dentre elas as chamadas T reguladoras naturais e as T reguladoras
induzidas tém sido as mais estudadas. As células Treg induzidas chamadas de TR1 que
produzem IL-10, ou as “T helper 3” (Th3) associadas a producdo de TGF-B podem se
desenvolver de células T CD4 convencionais quando expostas a condi¢Ges estimulatorias
especiais tais como a auséncia de sinais coestimulatérios ou citocinas desativadoras
(BLUESTONE et al., 2003; MILLS et al., 2004). As células Treg naturais s@o originarias do
timo, tém o fendtipo CD4+CD25+, e representam 5-10 % dos linfocitos CD4+ em
camundongos e em humanos normais (O’GARRA et al., 2004). A expressdo constitutiva de
CD25, CTLA-4 e GITR (receptor do fator de necrose tumoral induzido por glicocorticéide)
caracteriza a subpopulacdo Treg natural. Entretanto, a expressdo do fator de transcricao
Foxp3, necessario para a geracdo destas celulas, tem sido considerado o melhor marcador
fenotipico das Treg naturais (FONTENOT et al., 2005). Estas células sdo especificas para
autoantigenos e criticas para a prevencdo de doencas autoimunes, mas também exercem um
controle efetivo de infecgdes, pois podem reconhecer antigenos de patogenos (BELKAID et
al., 2005).

Células Treg atuam através da inibicdo da producdo de IL-2 blogueando o ciclo celular
de linfocitos T CD4" e T CD8", além de suprimir a atividade proliferativa de linfocitos
CD4'CD25 (NAKAMURA et al., 2001). O possivel mecanismo da acdo supressora dessas
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Treg se d& pelo contato direto célula-célula, envolvendo sinais inibidores através da
sinalizagcdo mediada por CTLA-4, GITR e TGF-f de membrana (READ et al., 2000;
SHIMIZU et al.,, 2002; NAKAMURA et al., 2001), ou pela producdo, mas néo
exclusivamente dessas células, das citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e TGF- (ASSEMAN et
al., 1999). Muitos trabalhos relatam a importancia dessas células reguladoras em casos
cronicos de infeccdo onde, devido a persisténcia do patdgeno, essas células estariam
controlando as respostas imunes que poderiam causar quadros inflamatdrios exacerbados na
tentativa de erradicar o agente infeccioso. Além disso, por impedirem a cura asséptica, as

células Treg controlariam a manutencdo da memdria imunoldgica.

Assim, quadros cronicos de tuberculose (GEROSA, 1999), malaria (PLEBANSKI,
1999) e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (OSTROWSKI, 2001) mostram
que a persisténcia do patégeno estd relacionada com a presenca de células T reguladoras
juntamente com a sintese de citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e TGF-p. E ainda interessante
o fato de que em infec¢des cronicas como na leishmaniose, ocorre a persisténcia de células T
reguladoras naturais de fenotipo T CD4"CD25 Foxp3”, sintese aumentada de IL-10 e niveis
reduzidos de IFN-y (BELKAID et al., 2002). Porém, a permanéncia dessas células esta
relacionada com a homeostase do sistema imune, uma vez que minimizam os efeitos
deletérios da inflamacdo (atribuida a producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio) durante a
tentativa de eliminar o patdégeno nos tecidos, trabalhando assim como um “feedback negativo”
na ativacdo das respostas imunes (POWRIE et al., 2003). Cavassani et al. (2006) mostraram
na paracoccidioidomicose crbnica, forma adulta, que pacientes que apresentavam doenca
grave tinham aumento de células Treg TCD4"CD25"Foxp3™ nas bidpsias de lesdes teciduais
que continham grande carga fungica. Essas células apresentavam receptores de migracao para
os tecidos lesados, ou seja, receptores de “homing”, CCR5 e CCR4, para as quimiocinas
CCL5 e CCL22, respectivamente. Em concordancia com esses resultados, Moreira et al.
(2008) mostraram que animais deficientes de CCR5 apresentavam menor infiltrado de células
Treg Foxp3™ nas lesdes e ainda maior controle do crescimento flingico; mostrou-se, assim,
que este receptor era fundamental para o recrutamento de Tregs para o local da infec¢do onde

ha persisténcia do patdgeno.

Sabe-se ainda que um dos mecanismos inibitdrios das células T-reg utiliza a molécula
co-estimulatoria CTLA-4 através da sua interacdo com moléculas B7 presentes nas células
apresentadoras de antigenos, em especial as celulas dendriticas. Essa interacdo induz a

27



expressdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima citosélica que catalisa a
etapa inicial do aminoacido essencial triptofano na via das quinureninas que, por sua vez,
inibem a imunidade mediada por linfocitos T (FALLARINO et al., 2003; MUNN et al.,
1999). Estas descobertas fornecem uma nova visdo da imunoregulacdo mediada por IDO que
combina a funcdo regulatoria das células Tregs com a acdo das DCs atuando como
mediadores finais de respostas tolerogénicas (BEISSERT et al., 2006).

Novos mecanismos tém sido propostos para o controle da resposta imune. Varios
estudos tém demonstrado um importante papel do catabolismo do triptofano e da producéo de
seu metabolito, a quinurenina, na indugdo da tolerancia periférica a antigenos (MELLOR et
al., 1999; GROHMANN et al., 2003). Os mamiferos possuem duas enzimas intracelulares
contendo o grupo heme, a Indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) e a triptofano-2,3-dioxigenase
(TDO) que catalisam o metabolismo oxidativo do triptofano (TAYLOR et al., 1991). Essas
enzimas tém diferente padréo de expressao, mas de maneira interessante alguns trabalhos tém
demonstrado que a IDO é predominantemente expressa por algumas subpopulac6es de células
mieldides, inclusive células dendriticas CD11c+CD8a+ de camundongos, uma subpopulagdo
que medeia fendmenos imunoregulatérios (FALLARINO et al., 2002; MUNN et al., 2002;
GROHMANN et al., 2001; SHORTMAN et al., 2002).

A IDO, e sua atividade nas células da imunidade inata tal como macrofagos, foi
inicialmente associada com a defesa do hospedeiro contra patdgenos tais como Toxoplasma
gondii, Chlamydia psitacci, citomegalovirus (CMV) e na contencdo do crescimento de células
tumorais, por depletar triptofano e limitar a habilidade dos patdgenos de sintetizar proteinas
(TAYLOR et al., 1991; SEDLMAYR etal., 2002; UYTTENHOVE et al., 2003).

A capacidade supressora de IDO sobre uma variedade de tipos celulares do sistema
imune, particularmente linfécitos, tem atraido o interesse de pesquisadores no estudo da
regulagdo da IDO, como uma possivel via de tratamento de vérias doencas como a
encefalomielite autoimune (EAE), artrite reumatoide, cancer, AIDS, Alzheimer, tolerancia a
transplantes e etc (TAYLOR et al.,, 1991; SAKURAI et al., 2002; LOGAN et al., 2002;
MELLOR et al., 2004; HAYASHI et al., 2004; KWIDZINSKI et al., 2005; CHOI et al., 2006;
SCHROECKSNADEL et al., 2007; BOASSO et al., 2007; MUNN et al., 2007).

Frumento et al. (2002) relataram que a atividade de IDO é efetiva em reduzir a

proliferacdo de células CD4+ e CD8+, bem como de células NK, mas ndo de células B. Este
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trabalho sugere também que tanto a deplecdo de triptofano bem como o excesso de
quinurenina sdo necessarios para que os efeitos antiproliferativos de IDO sejam completos
(MULLEY et al., 2008).

A expressdo de IDO ¢ induzida principalmente por IFN-y, que controla a ativacdo
transcricional de INDO; entretanto, outros fatores como IL1f, IL-10, TNF-a, TNF-B, LPS ¢
CpG também induzem a expressdo de IDO, porém num patamar inferior ou de forma
sinérgica com IFN-y (MOFFET et al., 2003; MELLOR et al., 2004; MUNN et al., 2007). Por
outro lado, a atividade de IDO nas células é regulada por varios fatores bioguimicos tais como
a presenca de 6xido nitrico e a biosintese de grupos heme. Citocinas como IL-6, IL-4, IL-13 e
TGF-p sdo apontadas como supressoras de IDO (YUAN et al.,1998; ORABONA et al., 2005).
Outras citocinas como as do eixo IL-17/IL-23 diminuem as atividades efetoras antifungicas de
PMN exatamente por contrapor a ativagdo IFN-y-dependente de IDO, conhecida por limitar o
status inflamatério de PMN contra fungos, como explorado nos modelos de doenga
granulomatosa cronica (CGD) e candidiase mucocutanea crénica (CMC) (ZELANTE et al.,
2009).

Outro aspecto importante demonstrado foi que o antigeno-4 associado ao linfécito T
citotoxico (CTLA-4), ou seu recombinante sollvel sintético CTLA-4lg, na ligacdo com as
moléculas co-estimulatérias B7 (CD80 e CD86) de células apresentadoras de antigenos
(APCs) induzem a expressdo de IDO (GROHMANN et al., 2002; FALLARINO et al., 2003).
Assim, células T regulatdrias contendo moléculas CTLA-4 de membrana podem induzir a
expressao de IDO em células dendriticas convertendo-as em células dendriticas tolerogénicas
ou regulatérias. Por outro lado, CD28, outro ligante que sinaliza através das moléculas
CD80/CD86 inibe IDO via expressdo aumentada de SOCS3 (sinalizador de supressdo de
citocinas 3) (ZELANTE et al., 2009).

O composto 1-metil-triptofano (LMT) que compete pela enzima, inibe o efeito da acao
da IDO, levando a um aumento de células Thl e uma diminui¢do de células Th2 e Tregs.
Mais ainda, por bloguear IDO, 1MT inibe a producéo de catabolitos do triptofano como as
quinureninas, que tém sido mostradas como capazes de reduzir tanto a proliferacdo de células
T como NK. Este mecanismo regulador dependente de células dendriticas pode auxiliar no
entendimento de como as células T regulatorias podem inibir outras células T sem contato
celular. A expressdo de IDO em células apresentadoras de antigenos (APCs) se correlaciona
com fraca proliferagdo de células T, aumento de apoptose e fracas respostas imunologicas in
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vivo (MUNN et al., 1999; MUNN et al., 2002; HWU et al., 2000; ROMANI et al., 2005;
MELLOR et al., 2002; FALLARINO et al., 2002; MUNN et al., 1996). O inibidor 1MT,
restaura a proliferacdo de células T, aumenta as respostas destas células durante a gestacao, e
abole processos regulatorios que suprimem as respostas a antigenos tumorais, a auto-
antigenos em doencas auto-imunes e a rejeicdo de aloenxertos (MELLOR et al., 2002;
ALEXANDER et al., 2002; MIKI et al., 2001).

A expressdo de IDO, induzida nos sitios inflamatdrios in vivo principalmente por IFN-y,
é considerada parte da resposta imune inata do hospedeiro associada a inflamagdes crénicas e
a infeccdes persistentes, tendo como fungédo impedir o crescimento de certos virus, bactérias,
patdgenos intracelulares, e células tumorais via deplecédo de triptofano, 0 menos abundante de
todos os aminoéacidos essenciais (TAYLOR et al., 1991; THOMAS et al., 1999; MELLOR et
al., 2004; PFEFFERKORN et al., 1984, SANNI et al., 1998, SILVA et al., 2002, BEATTY et
al., 1993, MACKENZIE et al., 1998, HAYASHI et al., 2001; ROTTENBERG et al., 2002). A
diminuicdo da concentracdo de triptofano disponivel pode desempenhar efeito microbicida
sobre patdgenos cuja multiplicacdo seja triptofano-dependente, mas, concomitantemente,
pode induzir o controle da resposta imune por células T regulatérias o que pode resultar em
respostas imunes menos eficientes que permitiriam a manutencdo dos patdgenos nos tecidos e
a cronicidade da doenca. Trabalho pioneiro do grupo da Dra. Luigina Romani demonstrou um
papel muito importante da IDO e do catabolismo do triptofano na infec¢do por Candida
albicans. Verificou-se que a IDO é expressa por células dendriticas e leucdcitos
polimorfonucleares nos sitios da infeccdo pelo fungo e sua acédo realizava-se por mecanismos
dependentes de CTLA-4 e IFN-y. A inibicdo de IDO levou a infec¢do mais grave devido a
maior carga fangica, paradoxalmente associada a aumento da resposta inflamatoéria do tipo
Th1 que é protetora contra a C.albicans. Entretanto, a diminui¢do de células T-regulatorias
induzida pela inibicdo da enzima IDO, resultou em patologia tecidual exacerbada devido a
resposta inflamatoria excessiva (ROMANI et al., 2005). Assim, 0s mecanismos microbicidas
e de resposta imune adaptativa tém que ser bastante equilibrados para que o hospedeiro possa

se defender adequadamente das agressdes por patdgenos.
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Justificativa

Na PCM os fenbmenos imunoregulatdrios sdo pouco conhecidos. Sabe-se, porém, que
animais suscetiveis ao inicio da doenca secretam quantidades apreciaveis de IFN-y e NO
(CANO, 2000; NASCIMENTO, 2002) e apresentam intensa anergia de células T-CD4 que
ndo é regulada por IL-4 e nem por IL-12 (ARRUDA, 2002, 2004). E ainda digno de nota o
fato de que linfocitos T CD4+ ndo regulam a gravidade da doenca, eliminando um papel
preponderante das celulas T, principalmente as Th2 que produzem citocinas desativadoras de
macrdéfagos (CHIARELLA, 2003). Além disso, varias evidéncias tém demonstrado que a
sintese aumentada de mediadores pro-inflamatérios por células da imunidade inata associa-se
a padrBes mais graves da doenca (CALICH et al., 2005). Assim, a sintese de leucotrienos no
curso da PCM pulmonar, ao contrario de outras patologias infecciosas e parasitarias
(FACCIOLI, 2005), leva ao aumento da carga fungica no sitio da infec¢do. Este fato foi
associado a ativacdo de células fagociticas, a sintese aumentada de IL-12 e NO e
possivelmente a maior expressdo de receptores de membrana que levam a maior endocitose e
crescimento fangico (RIBEIRO et al., 2005).

Em trabalho recente de Pina et al. (2008) verificou-se que a interacdo de macr6fagos
de camundongos resistentes (A/J) e susceptiveis (B10.A) com o P. brasiliensis levava a
processos de ativacdo celular totalmente distintos. Assim, macr6fagos de camundongos
susceptiveis sdo facilmente ativaveis por IFN-y e IL-12, e desenvolvem eficiente atividade
fungicida. Apo6s a interagdo com o P. brasiliensis , estas células secretam altos niveis de 6xido
nitrico (NO), IL-12 e da quimiocina MCP-1. A atividade microbicida era bloqueada pela
inibicdo da sintese de NO, mas nédo era alterada pela neutraliza¢do de 1L-10 ou TGF-$ por
anticorpos monoclonais. Macréfagos de animais resistentes (A/J), entretanto, apresentavam
atividades totalmente opostas. Estas células eram fracamente ativaveis por IFN-y e IL-12, e
apresentavam atividade fungicida bastante baixa. Havia a sintese de baixos niveis de NO e a
atividade microbicida era restaurada pela inibicdo do TGF-B, mas ndo se alterava pelo
bloqueio de NO ou de IL-10 (PINA et al.,2008; CALICH e BLOTTA, 2004).

Em trabalhos recentes realizados em nosso laboratorio, foi estudado envolvimento do
receptor TLR2 e da proteina adaptadora de sinalizacdo intracelular MyD88 no
reconhecimento do P. brasiliensis na paracoccidioidomicose pulmonar, atraves da utilizacéo
de camundongos nocautes de TLR2 da linhagem C57BI/6 (TLR27) (LOURES et al., 2009;

CALICH et al., 2008). Foi observada a diminuicdo da recuperacdo de fungos vidveis dos
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animais deficientes no ensaio fungicida utilizando macréfagos peritoneais (in vitro), bem
como dos homogenatos de pulmao (in vivo). Observou-se também menor fagocitose ou
aderéncia de P. brasiliensis a macréfagos TLR2 KO, concomitante a menor producéo de NO.
Estes dados sugerem que os TLR2 participam ativamente no reconhecimento de leveduras de
P. brasiliensis. Observou-se também, nos animais TLR2 KO, in vivo, uma diminuicdo da
sintese de IL-10 com concomitante diminuicdo de IL-12 e MCP-1 e aumento da producdo de
IL-23 e IL-17 indicando a ativacdo predominante de uma resposta do tipo Th1l7. Ao analisar
os infiltrados inflamatorios de pulméo, observou-se também a diminuicdo da freqiiéncia de
células T regulatorias (Treg) (LOURES et al., 2009).

Na PCM a auséncia da molécula microbicida (NO) parece estar sendo compensada pela
producdo aumentada de TNF-o na fase aguda da doenga. Trabalho recente do nosso
laborat6rio mostrou que os animais deficientes de iINOs apresentaram uma reducgdo da carga
fangica pulmonar concomitante a producdo aumentada dos niveis de TNF-a em 2 semanas de
infeccdo. (BERNARDINO et al., 2005). A deplecéo desta citocina nestes animais resultou em
aumento da carga fangica e diminuicéo no tempo de sobrevida (BERNARDINO et al., 2009).

Em conjunto, estes dados tém demonstrado que a susceptibilidade genética ao P.
brasiliensis ndo pode ser atribuida a uma ativacao preferencial de respostas do tipo Th2 e nem
a uma baixa reatividade do sistema imune inato ao fungo. Ao contrario, mecanismos de
ativacdo excessiva parecem condicionar infeccGes mais graves e imunidade adaptativa

ausente ou inadequada.

Assim, o presente trabalho pretende verificar se a IDO e o catabolismo do triptofano
tém um papel relevante na imunorregulacdo da doenca desenvolvida por camundongos
suscetiveis e resistentes ao P. brasiliensis . Com este objetivo, estudaremos o efeito da
inibicdo in vivo da enzima IDO na gravidade da doenga e nos mecanismos imunoldgicos
associados a mesma. A PCM pulmonar sera estudada in vivo em camundongos B10. A e A/J
tratados ou ndo com 1-metil-triptofano (1MT), um conhecido inibidor da indolamina-2,3-
dioxigenase. Além disso, macrofagos de camundongos B10.A e A/J normais serdo tratados ou
ndo por 1MT, posteriormente serdo ativados ou nao por IFN-y e a inibicdo da atividade
fungicida sobre o P. brasiliensis , bem como a secrecédo de citocinas e de NO serdo estudadas

in vitro.
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2 OBJETIVOS

O proposito deste trabalho foi verificar se a enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) e
0 catabolismo do triptofano tém um papel relevante na imunorregulacdo da
paracoccidioidomicose pulmonar murina (PCM) desenvolvida por camundongos susceptiveis
(B10.A) e resistentes (A/J) ao P. brasiliensis . Para tanto estudamos o efeito da inibi¢do in
vitro e in vivo da enzima IDO na gravidade da doenga e nos mecanismos imunoldgicos
associados @ mesma. A PCM pulmonar foi estudada em camundongos B10.A e A/J, tratados
ou ndao com 1-metil-triptofano, um inibidor da IDO. Os animais foram estudados em fases

precoces e tardias da infeccdo quanto:

e a atividade fungicida in vitro na cultura de macréfagos peritoneais de animais
suscetiveis e resistentes;

e a presenca de Oxido nitrico (NO) e quinurenina produzida na cultura de
macrofagos de animais B10.A e A/J;

e apresenca de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias nos sobrenadantes
de cultura de macréfagos de animais B10.A e A/J;

e a gravidade da infeccdo pulmonar e disseminacédo para figado e baco através da
quantificacdo de fungos viadveis pela técnica de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) nas 2 e 8 semanas de infec¢do de animais B10.A e A/J;

e a presenca de d6xido nitrico (NO) e quinurenina produzida nos homogenatos de
pulmdo de animais B10.A e A/J;

e a presenca de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias nos homogenatos
de pulméo de animais B10.A e A/J nas segunda e oitava semanas de infecgéo;

e a caracterizacdo dos leucocitos infiltrantes do pulmdo, células T reguladoras e
apoptose nos pulmdes de animais B10.A e A/J nas segunda e oitava semanas de

infeccdo por citometria de fluxo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.1.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos machos das linhagens A/J resistentes e
B10.A suscetiveis ao P. brasiliensis (CALICH et al., 1985) com idade entre 6 a 8 semanas.
Esses animais sdo criados sob condi¢cbes SPF no Biotério de camundongos isogénicos do
Depto. de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo, e

mantidos no biotério de animais de experimentacdo do referido Departamento.

3.1.2 FUNGO

Foi utilizado o isolado Pb 18 (virulento) do P. brasiliensis, (KASHINO et al., 1985;
SINGER-VERMES et al, 1989). O fungo foi mantido em meio semi-sélido de Fava Netto
(1955) a 36 °C, realizando-se repiques semanais. Suspensdes celulares foram obtidas na fase
exponencial de crescimento leveduriforme, ou seja, apds 1 semana de cultivo, e lavadas 3
vezes em solucdo salina estéril. A concentracdo de células fungicas foi ajustada apds
contagem em camara hemocitométrica. A viabilidade da suspensdo celular foi avaliada
utilizando-se o corante vital Janus Green B, (BERLINER e RECA, 1966) e foi sempre
superior a 80%.

3.1.3 LAVADO PERITONEAL E CULTIVO DE CELULAS ADERENTES

Camundongos pré-inoculados com 3 ml de meio tioglicolato a 4% (DIFCO) foram
submetidos a um processo de obtencédo de lavado peritoneal (LP). Para isto, os animais foram
sacrificados por excesso do anestésico hidrato de cloral seguido de deslocamento cervical, a
pele abdominal rebatida, e exposta a musculatura abdominal. O peritbnio foi lavado com
injecdo de 5 - 6 mL de PBS estéril ou meio de cultura ndo suplementado (RPMI-1640
Medium). O numero total de células do LP foi determinado por contagem em camara de
Neubauer, ap6s a mistura de 90 uL do diluente Turk e 10 pL da suspensédo celular. A

viabilidade da suspenséo celular foi avaliada utilizando-se o corante Trypan Blue, e foi usada
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sempre quando superior a 80%. As suspensdes celulares foram mantidas em gelo para
contagem diferencial de células e entdo centrifugadas a 1200 rpm, a 4 °C por 10 minutos e
ressuspensas em 1,0 ml de meio de cultura (RPMI-1640 Medium) suplementado com 10% de
soro fetal bovino. As células foram ajustadas para 1x10° /mL e utilizadas nos ensaios de
producdo de citocinas, NO e quinurenina. Um volume de 500 pL de células foi dispensado em
cada pogo de placas de cultivo de 24 pogos. As culturas foram incubadas a 37 °C em estufa
contendo 5% CO; por duas horas. As células ndo aderentes foram removidas por aspiracao e a
monocamada aderente foi lavada com o meio de cultura ndo suplementado (RPMI-1640
Medium). O numero de células ndo aderentes foi determinado por contagem em camara

hemocitométrica, sendo subtraido do nimero de células peritoneais incubadas.

3.1.4 TRATAMENTO DAS CULTURAS DE MACROFAGOS POR IFN-y

Monocamadas de macrofagos peritoneais de camundongos foram incubadas durante a
noite a 37 °C em estufa de CO, tendo sido tratados previamente com 500 puL de meio de
cultura suplementado contendo IFN-y (10.000 pg/ml), na presenca ou auséncia do inibidor de
IDO (1-metil-triptofano, Sigma, 1mM). Em alguns experimentos os macrofagos foram
tratados com aminoguanidina (AG, Sigma, 1mM), para inibir a sintese de NO.

3.1.5 INFECCAO DOS MACROFAGOS

As leveduras de Pb foram suspensas em 2 mL de RPMI-1640 Medium. Os
macrofagos foram infectados com a suspensdo de leveduras, em uma relacdo levedura-
macrofago de 1:25 (CANO et al., 1992, 1994). Foi realizado o co-cultivo por 2 horas, as
culturas foram lavadas e novamente incubadas por 48 horas. Apés o periodo de incubacéo, 0s
sobrenadantes foram retirados e armazenados a — 70 °C para determinar a presenca de NO e
citocinas.

Os cultivos de 48h foram lisados com agua destilada (0,5 ml), o processo repetido por
mais trés vezes, a suspensdo recolhida, centrifugada, ressuspensa em 1,0 ml de RPMI-1640
Medium e plaqueada em meio de cultura adequado para avaliar o nimero de fungos viaveis

recuperados.
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3.1.6 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

As suspensfes obtidas dos co-cultivos de 48h foram plaqueadas (100 plL/placa) em
meio BHI-4gar com 5% de “fator de crescimento do fungo” e 4% de soro eqiiino, especial
para recuperacdo de P. brasiliensis viaveis (SINGER-VERMES et al., 1992). As placas foram
incubadas a 35 °AZC e as col6nias contadas diariamente até que nenhum aumento em UFC
fosse observado. Foi ainda realizada a inibi¢do da atividade fungicida de macrofagos pelo pré-
tratamento com 1MT. Os dados foram calculados de acordo com a seguinte formula: [100 —
(CFU experimental*100/CFU controle)].

3.1.7 DOSAGEM DE NO

A concentracdo de 6xido nitrico nos sobrenadantes das co-culturas foi medida com o
reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% diidrocloreto de naftiletilenodiamina, 2,5%
H3PO,), sendo utilizado um volume de 50 puL do sobrenadante da cultura e igual volume do
reagente de Griess. Foram incubados em temperatura ambiente por 15 minutos e entéo
determinada a absorbancia em equipamento Labsystems Multiskan MCC/340 (leitor). A
concentracdo de oxido nitrico foi determinada utilizando-se curva padrdo padronizada com

diferentes concentracdes de nitrito de sédio (DING et al., 1988).

3.1.8 CARACTERIZACAO DAS CITOCINAS E QUIMIOCINAS: ELISA PARA
QUANTIFICACAO DE IL-12, TNF-a, IL-6, TGF-B, IL-10 E MCP-1

Foram obtidos sobrenadantes nas diversas condi¢Oes experimentais e a presenca de
citocinas analisadas por ELISA de captura utilizando-se pares de AcM para cada citocina
murina (Pharmingen ou RD Systems). As concentra¢des previamente determinadas para cada
um dos AcM primario e secundario no ELISA, contra cada citocina, foram previamente

determinadas em nosso laboratério.

Foi utilizada metodologia preconizada pelo fornecedor (Pharmingen, BD) e adaptadas
para 0 nosso laboratério como descrito por Cano et al. (1998). As concentragdes de cada
citocina foram determinadas tendo como base a reta de regressédo linear feita para a curva-

padrdo obtida com o padrédo adequado de citocina recombinante.
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3.1.9 DOSAGEM DE QUINURENINA

A concentracdo de quinurenina nos sobrenadantes de co-cultura foi obtida através de
ensaio espectrofotométrico. As culturas de macréfagos foram cultivadas em meio
suplementado contendo IFN-y (20.000 pg/ml), na presenca ou auséncia do inibidor de IDO (1-
metil-triptofano, Sigma, 1mM). Uma quantidade de 50 pL de acido tricloroacético 30% foi
adicionado a 100 pL de sobrenadante de cultura, vortexado e centrifugado a 8000g (10000
rpm) por 5 minutos. O volume de 75 pL deste sobrenadante foi entdo adicionado a um igual
volume de reagente de Erhlich (100 mg P-dimetilbenzaldeido, 5 mL de 4cido acético glacial)
em uma microplaca de 96 pocos. A densidade Optica foi medida a 492 nm usando
equipamento Labsystems Multiskan MCC/340 (leitor). Uma curva padrdo definida de
concentracdo de quinurenina (0 - 100 uM) permitiu a analise das amostras.

3.1.10 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS
Comparacdes entre os diferentes tratamentos foram feitas utilizando andlise de variancia

ou teste t de Student, dependendo do nimero de grupos. Foi utilizado o programa Prisma 5

(GraphPad Software). Como nivel de significancia foi considerado p<0,05.
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3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos B10.A e AJ normais. Todos os camundongos tinham a
condicdo de SPF (Specific Pathogen Free) e foram criados no Biotério do Departamento de

Imunologia do ICB-USP. Foram utilizados ao atingirem 6 a 8 semanas de idade.

3.2.2 INFECCAO INTRATRAQUEAL (I.T.)

Os animais foram infectados por injecdo i.t. de 1x10° leveduras viaveis de P.
brasiliensis contidas em 50 ul de PBS. O procedimento foi realizado com os animais sob
anestesia como previamente descrito por CANO et al. (1995).

O composto 1-metil-triptofano (LMT, Sigma) um conhecido inibidor da enzima
indolamina dioxigenase (IDO) (MUNN et al., 2002) foi administrado aos animais pela via
intraperitoneal. Para tanto, 1 mL de uma solucdo de 1MT dissolvida em PBS (5
mg/ml/animal,) foi inoculada nos animais durante 2 semanas a partir do dia zero da infecgéo.
Nos animais controle foi administrado uma solucdo de amido de arroz (Sigma) no mesmo

volume e concentracdo dos animais tratados.

3.2.3 AVALIACAO DO GRAU DE INFECCAO ATRAVES DA DETERMINACAO DE
UFC

O grau da infeccdo em camundongos tratados ou ndo com 1MT foi avaliado em todos
0s animais atraves da recuperacdo de fungos viaveis do pulméo, figado e baco, 2 e 8 semanas

apos a infeccdo, usando meio BHI suplementado da mesma forma que o experimento in vitro.

3.24 PREPARO DE SUSPENSOES DE LEUCOCITOS INFILTRANTES DE
PULMAO (LIP)

As suspensdes celulares de linfécitos infiltrantes de pulmao foram preparadas de acordo

com HUFFNAGLE et al. (1991). Os linfdcitos pulmonares foram homogeneizados em meio
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RPMI para se obter uma suspensdo de células isoladas. Os eritrocitos foram lisados com
tampé&o de lise (cloreto de aménio + TRIS) antes da marcacdo celular. Os pulmdes foram
removidos e digeridos por 60 minutos em tampédo de digestdo contendo colagenase (1
mg/mL) e DNAse (30 pg/mL). Os linfécitos foram isolados por centrifugacdo em Percoll —
20% (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden). As células foram contadas e a viabilidade
determinada pela marcacéo de azul de Trypan.

325 CITOMETRIA DE  FLUXO PARA CARACTERIZACAO DE
SUBPOPULACOES CELULARES

Células infiltrantes dos pulmdes (CANO et al., 2000) foram obtidas nas segunda e
oitava semanas apds infeccdo. A concentracdo celular foi ajustada, e os linfocitos foram
adicionados & placas de fundo em U na quantidade de 2x10° céls/pogo. Em seguida, as células
foram ressuspensas em PBS-azida (0,1%) contendo soro fetal bovino (SFB, 5%). As placas
foram centrifugadas, os sobrenadantes foram dispensados ¢ o Ac marcado (20 uL no titulo
adequado) foi adicionado. Apds incubacdo por 20 minutos em geladeira, as células foram
lavadas, ressuspensas em PBS-azida e transferidas para tubos de leitura de FACS. Todas as
amostras foram mantidas em banho de gelo e protegidas da luz. As células marcadas foram
analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickison) e software FlowJo (Tree-
Star). Foram usados anticorpos marcados com isotiocinado de fluoresceina, ficoeritrina ou
outro fluorocromo (BD Biociences) na combinacdo adequada para a populacdo celular a ser
analisada (marcadores celulares de linfécitos: CD4, CD8, CTLA-4, CD25, CD69, GITR e
CD62L e marcadores celulares de macréfagos: CD11b, CD11c, CD40, TLR-2, CD86 e 1a").

3.2.6 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA NOS HOMOGENATOS DE PULMAO
A dosagem de citocinas (TNF-o, IL-10, IL-12, IFN-y, IL-6, TGF-B, IL-23 e IL-17) foi
realizada no sobrenadante dos macerados dos orgaos utilizados na determinacdo de UFC dos

animais. A presenca e concentracdo das citocinas foram determinadas de acordo com a

técnica descrita no item 3.1.8.
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3.2.7 DOSAGEM DE NO

A concentracdo de nitritos nos homogenatos de 6rgdos e sobrenadantes foi utilizada
como indicadora de sintese de NO através do reativo de Griess, seguindo a mesma técnica

descrita para o experimento in vitro.

3.2.8 CITOMETRIA DE FLUXO PARA CARACTERIZACAO DE CELULAS T
REGULADORAS TCD4'CD25° ATRAVES DA EXPRESSAO DO FATOR DE
TRANSCRICAO FOXP3

Apbs a obtencdo de suspensdo contendo 1 x 10° células/mL, procedeu-se a marcacdo de
proteinas de membrana com anti-CD4 PE (1/100) e de anti-CD25 FITC (1/100), por 30
minutos em temperatura a 4 °C. Posteriormente, as células foram lavadas com tampéo de
coloragdo (“staining buffer”) contendo 2% de soro fetal bovino, 0,1% de azida, 100 mL de
PBS (1x). A seguir, foi feita a permeabilizacdo da membrana plasméatica com a adicao de 200
uL/poco de Cytofix/Cytoperm (“Fixation/Permeabilization” Kit BD Bioscienes®) em
temperatura ambiente por 30 minutos, protegido da luz. Apéds a lavagem das células, realizou-
se a permeabilizagdo da membrana nuclear com a utilizacdo de 130 plL/pogo de solucao
contendo 750 uL de PBS 1x, 250 puL de paraformoldeido 4%, 5 uLL de Tween 20 Sigma® e as
células, entdo, foram encubadas por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro.

Apbs lavagem das células com PBS (1x) gelado, prosseguiu-se a marcacdo com 0
anticorpo para o fator de transcricdo nuclear FoxP 3, Cy, diluido a 1/50 em tampéo de
coloracdo. As células foram incubadas por 1,5h a 4 °C, posteriormente lavadas com PBS
gelado e fixadas com 2% de paraformaldeido, armazenadas a 4 °C no escuro até a analise por
citometria de fluxo. Foram feitos os “gates” primeiramente para linfocitos totais, depois para
linfocitos T CD4", linfocitos T CD4'CD25" e finalmente, o gate para linfocitos T
CD4"CD25"FoxP3 ™.

A aquisicdo das celulas (100.000 eventos) foi feita pelo FACS Calibur (BD
Pharmingen®) utilizando o software Cell-Quest software (BD Pharmingen®). O nlimero de
células T reg (T CD4'CD25"FoxP3") foi apresentado pela porcentagem (%) a partir do
nimero de células T CD4"CD25" obtido.
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3.2.9 DOSAGEM DA PRODUCAO DE QUINURENINA

A concentracdo de quinurenina nos sobrenadantes de homogenato de pulméo foi
obtida através de ensaio espectrofotométrico. Uma quantidade de 50 pL de acido
tricloroacético 30% foi adicionado a 100 pL de sobrenadante de cultura, vortexado e
centrifugado a 8000g (10000 rpm) por 5 minutos. O volume de 75 uL deste sobrenadante foi
entdo adicionado a um igual volume de reagente de Erhlich (100mg P-dimetilbenzaldeido, 5
mL de &cido acético glacial) em uma microplaca de 96 pogos. A densidade Optica foi medida
a 492 nm usando equipamento Labsystems Multiskan MCC/340 (leitor). Uma curva padrao
definida de concentracdo de quinurenina (0 — 100 uM) permitiu a analise das amostras.

3.2.10 ENSAIOS PARA VERIFICACAO DA VIABILIDADE E APOPTOSE DOS
LINFOCITOS

Linfécitos obtidos (1.0 x 10° cels/ml) de animais B10.A e A/J, tratados ou ndo com
1MT, foram coletados e centrifugados a 4 °C, 200 x g por 10 min. Posteriormente, 0S
linfocitos viaveis, em apoptose e inviaveis foram determinados utilizando-se o conjunto
reativo para deteccdo de apoptose ANNEXIN V-FITC contendo anexina V-FITC, iodeto de
propidio e tampéo (SIGMA Chemical Co. Saint Louis, MO, EUA)

Apos a segunda centrifugacdo, as células foram ressuspendidas no tampéo de ligacéo.
Em seguida, 500 pL da suspensdo de células foram marcados com 5 pL. de anexina V-FITC e
10 pL de iodeto de propidio. Apds 10 minutos de repouso ao abrigo da luz, a fluorescéncia
das células foi imediatamente determinada em citdometro de fluxo FACScalibur (Becton-
Dickinson, Mountain View, CA, USA). As células que se encontravam nos estagios inicias da
apoptose foram marcadas intensamente por anexina V-FITC, que emite fluorescéncia verde
como resultado de sua ligagdo preferencial aos residuos de fosfatidilserina, externalizados no
inicio do processo. Ja as células necrdticas ou inviaveis foram marcadas intensamente por
iodeto de propidio, que emite fluorescéncia vermelha, e menos intensamente por anexina V-
FITC. As células viaveis, por sua vez, nao foram marcadas nem por anexina V-FITC, nem por

iodeto de propidio.
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3.2.11 ANALISE ESTATISTICA

Comparacdes entre os diferentes tratamentos foram feitas utilizando andlise de variancia
ou teste t de Student, dependendo do nimero de grupos. Foi utilizado o programa Prisma 5

(GraphPad Software). Como nivel de significancia foi considerado p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DO EFEITO DA INIBICAO DE IDO NA ATIVIDADE FUNGICIDA DE
MACROFAGOS PERITONEAIS.

Inicialmente estudamos a influéncia da adi¢do de 1-metil-triptofano (LMT) no nimero
de fungos recuperados nas culturas de macrofagos dos camundongos A/J e B10.A
previamente tratados ou ndo com IFN-y durante a noite. Apods este periodo, as culturas foram
tratadas ou ndo com 1MT na concentracdo de 1 mM e posteriormente infectadas com P.
brasiliensis (relagdo macrofago:fungo = 25:1). O 1MT foi mantido durante o co-cultivo de 48
horas. Como pode ser observado na figura 1, a presenca de 1MT diminuiu a capacidade
fungicida de macréfagos de camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A). Conforme
previamente demonstrado (PINA et al., 2008) observou-se menor recuperacao de leveduras de
macréfagos B10.A, uma vez que estas células de camundongos suscetiveis tém uma maior
capacidade intrinseca de matar leveduras de P. brasiliensis. Além disso, um menor nimero de
fungos foi recuperado das culturas de ambas as linhagens tratadas com IFN-y. O inibidor de
IDO, 1MT, adicionado ao meio de cultura aumentou a carga fungica para ambas as linhagens,
e os dados foram mais marcantes para a linhagem A/J (p<0,001). Este dado sugere que 0s
macrofagos de ambas as linhagens utilizam mecanismo IDO-mediado para conter o
crescimento de P. brasiliensis . Estes experimentos foram repetidos por 3 vezes com

resultados equivalentes.
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Figura 1. Efeito da inibicdo de IDO na atividade fungicida de macrofagos peritoneais através da
recuperacdo de fungos vidveis (Unidades Formadoras de Coldnia-UFC/mL). As
monocamadas de macrofagos de A/J e B10.A foram tratadas ou nd&o com IFN-y (10.000
pg/mL), tratadas ou ndo com 1MT (1 mM) e 24 horas apés infectadas com o P. brasiliensis
na proporg¢do 1 fungo para 25 macréofagos. As células foram co-cultivadas por um periodo
adicional de 48h. As barras representam as médias + EP de 5 pogos por grupo ensaiado. O
asterisco representa diferenca estatisticamente significante entre os grupos ligados pela
barra (**P< 0,01 e ***P<0,001).
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4.1.1 INIBICAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA

Pelos resultados obtidos na recuperacdo de fungos atraves de CFU foi possivel
aferir o nivel de inibicdo da atividade fungicida, em virtude da adicdo de 1MT, em duas
situagdes: na presenca e auséncia de IFN-y (Figura 2). Para a linhagem A/J, houve 36% de
inibicdo da atividade fungicida para as culturas infectadas com Pb + 1MT e 71% para as
culturas infectadas com Pb + 1MT, na presenca de IFN-y. Na linhagem B10.A, considerando
0S mesmos parametros, houve maior carga fangica recuperada das culturas tratadas com 1MT
e conseqlientemente a inibicdo da atividade fungicida foi de 48% do controle somente
infectado com o fungo. Ja na presenca de IFN-y, as culturas com IMT apresentaram 32% de
inibicdo da atividade fungicida em relacdo ao controle infectado com fungo. Este célculo
demonstra que macrdfagos de camundongos B10.A tém uma atividade intrinseca de IDO um
pouco mais eficiente que aquelas de animais A/J. Apds ativacdo com IFN-y, observou-se que
a acdo da IDO era mais efetiva nos macréfagos de camundongos A/J.

Al
€ 100- 2 B10.A
- ~ 100~
S 71% =
2 o2
2 754 °
< i
(TR =}
e < 48%
S 50 36% k]
E S 50 32%
z E
S 254 Z
s 8 259
i S
ey p{
£ 0 $ < g 0
= & <
A X'\;Q N S
& &

Figura 2. Inibicdo da atividade fungicida de macrofagos pelo pré-tratamento com 1MT. Macré6fagos
foram cultivados com a adi¢do ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite e no dia
seguinte foram tratados com 1-metil-triptofano (1 mM), e infectados com o P. brasiliensis
em uma proporcao de 25 macréfagos para 1 fungo. As células foram co-cultivadas por
48h. Os dados foram calculados de acordo com a seguinte formula: [100 — (CFU
experimentalx100/CFU controle)].
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42 EFEITO DO IMT NA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) POR
MACROFAGOS PERITONEAIS

Os niveis de NO foram determinados nos sobrenadantes de cultivo dos ensaios de
atividade fungicida (48 h de cultivo). Houve producdo residual de NO nas culturas nédo
tratadas com IFN-y ou somente tratadas com 1MT. A figura 3 mostra que, apds a ativagdo
por IFN-y, houve a produ¢do de NO nas culturas de macréfagos de ambas as linhagens de
camundongos, porém foi menor para os macréfagos da linhagem A/J. Para ambas as
linhagens a adicdo de IFN-y levou a produgdo de NO, independentemente da presenga do
fungo. A adicdo do fungo potenciou esta producgéo, assim como a adi¢cdo de 1MT. Os valores
mais altos foram obtidos com a presenca de ambas as drogas em ambas as linhagens. Assim, o
1MT faz um efeito sinérgico com o IFN-y na indugdo da sintese de NO.

A presenca de 1MT induziu maior producdo de NO com concomitante maior
recuperacdo do nimero de fungos viaveis, sugerindo que o aumento na producdo de NO nédo
foi suficiente para compensar a baixa atividade fungicida conferida pela inibi¢cdo da enzima
IDO.
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Efeito da inibi¢do de IDO na producgdo de NO por macréfagos peritoneais de animais A/J e
B10.A. Macrofagos foram cultivados com a adi¢cdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL)
durante a noite e no dia seguinte foram tratados ou ndo com 1-metil-triptofano (1MT, 1
mM), e infectados com o P. brasiliensis em uma proporcéo de 25 macrofagos para 1 fungo.
As células foram co-cultivadas por um periodo adicional de 48h. Os controles
correspondem aos macrdfagos tratados com IFN-y e macrofagos tratados com 1MT com ou
sem IFN-y. Nos grupos que ndo foram tratados com IFN-y ndo houve produgdo de NO. Os
dados representam a média + EP de 5 pocos por grupo. O asterisco representa diferenca
estatisticamente significante (*P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001).
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA INIBICAO DE IDO E DA INIBICAO DE OXIDO
NITRICO (NO) NA ATIVIDADE FUNGICIDA DE MACROFAGOS PERITONEAIS
ATRAVES DA DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
(UFC)

Para caracterizar a importancia do Oxido nitrico e da deplecdo do triptofano na
atividade fungicida dos macrdfagos, as culturas foram realizadas na presenca de inibidores da
IDO, 0 1MT, e da iNOS, a aminoguanidina (AG).

A figura 4 mostra a influéncia da adicdo de 1-metil-triptofano (1IMT) e
aminoguanidina (AG) no nimero de fungos recuperados nas culturas de macrofagos dos
camundongos A/J e B10.A previamente tratados ou ndo com IFN-y durante a noite. Apds este
periodo, as culturas foram tratadas ou ndo com 1MT e/ou AG na concentracdo de 1 mM e
posteriormente infectadas com P. brasiliensis . Os inibidores foram mantidos durante o co-
cultivo de 48 horas. Como pode ser observado na figura 4, a presenca de 1MT e/ou AG
alterou a capacidade fungicida de macréfagos de camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis
(B10.A). Na avaliacdo das culturas de A/J foi observado que o tratamento com AG nas
culturas infectadas com fungo, na presenca ou ndao de IFN-y levou a aumento da carga
fangica. No caso de camundongos B10.A, nas culturas infectadas com fungo, sem a presenca
de IFN, houve uma maior recuperacdo de fungos nas culturas tratadas com 1MT. Isto
demonstra que para macrofagos B10.A sem prévia ativagdo com IFN-y a IDO exerce fungdo
mais importante na acdo microbicida do que o NO. Quando foi adicionado IFN-y as culturas
de B10.A a inibicdo com AG favoreceu uma maior recuperacao de fungos.

Em conjunto, estes dados demonstram que ambas as linhagens utilizam mecanismos
IDO e NO mediados para matar o P. brasiliensis . Em macrofagos ndo ativados de
camundongos B10.A a atividade de IDO parece ser mais importante que aquela mediada por
NO. Este fato, entretanto, se perde quando os macréfagos sdo ativados por IFN-y em que se
observa, para ambas as linhagens, uma maior atividade fungicida mediada por NO.

Né&o foi observado efeito sinérgico de NO e IDO quando ambos os mediadores foram
inibidos por AG + 1MT. Inesperadamente, a inibicdo concomitante de IDO e NO resultou em
menores cargas fungicas. Apesar de ndo termos explicacdo para o fato, existe a possibilidade

de a AG em conjunto com o 1IMT terem sido citotoxicos para os macrofagos.
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Figura 4. Efeito da inibigdo de IDO e do NO na atividade fungicida de macrofagos peritoneais atraves
da recuperagdo de fungos viaveis (Unidades Formadoras de Colénia-UFC/mL). As
monocamadas de macrofagos de A/J e B10.A foram tratadas ou n&o com IFN-y (10.000
pg/mL), tratadas ou ndo com 1-metil-triptofano (LMT, 1 mM) e/ou aminoguanidina (AG, 1
mM) e 24 horas apés infectadas com o P. brasiliensis na propor¢cdo 1 fungo para 25
macrofagos. As células foram co-cultivadas por um periodo adicional de 48h. As barras
representam as médias + EP de 5 pogos por grupo ensaiado. O asterisco representa
diferenca estatisticamente significante entre os grupos ligados pela barra (*P< 0,05, **P<

0,01 e ***P< 0,001).
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4.4 EFEITO DO 1MT NA PRODUCAO DE CITOCINAS POR MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS B10.A E A/J

4.4.1 EFEITO NA PRODUCAO DE IL-12

A anéalise dos niveis da citocina 1L-12 medidos dos sobrenadantes de cultura de
macrofagos peritoneais de camundongos resistentes A/J e suscetiveis B10.A, apds 48 horas de
co-cultivo com o fungo estdo demonstrados na figura 5. As culturas de macrofagos foram
infectadas ou ndo com P. brasiliensis e tratadas ou ndo com IFN-y. Algumas culturas foram
tratadas com 1MT, na concentracdo de 1 mM. Comparada a seus grupos controle, houve
maior expressdo da citocina IL-12 nas culturas de ambas as linhagens infectadas com fungo
de. Ja a adicdo de 1MT nas culturas infectadas levou a um decréscimo na sintese de IL-12 em
macréfagos de camundongos A/J porém a um acréscimo marcante de IL-12 produzida por
animais B10.A. As culturas de macréfagos dos animais B10.A e A/J quando tratadas com
IFN-y produziram maiores concentra¢gdes de IL-12 quando comparadas as culturas sem
tratamento, com valores expressivos de IL-12 na linhagem B10.A. Na presenca de P.
brasiliensis e IFN-y, o tratamento com 1MT ndo alterou a producdo de IL-12, tanto nas
culturas de macréfagos de B10.A como de A/J. Em resumo, o maior efeito do 1MT foi a
inducdo de maiores niveis de IL-12 por macréfagos de camundongos B10.A ndo estimulados

por IFN-y, porém infectados com o P. brasiliensis .
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Figura 5. Influéncia do tratamento com 1MT na sintese de IL-12 por macrofagos de camundongos
resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) ao fungo. Os macrofagos foram cultivados com a
adicdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macrofagos foram tratadas com 1MT na concentracdo de 1 mM e infectadas ou ndo com o
P. brasiliensis em uma proporcdo de 25 macrofagos para 1 fungo. Apos 48 horas de
incubagdo a producdo de IL-12 foi avaliada no sobrenadante do cultivo. O asterisco
representa diferenca estatisticamente significante (*P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001). “C”

representa as culturas controle de macr6fagos sem tratamento.
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4.4.2 EFEITO DA INIBICAO DE IDO NA PRODUCAO DE TNF-a

A figura 6 mostra as concentragdes de TNF-a obtidas dos sobrenadantes de cultura de
macrofagos das linhagens A/J e B10.A, respectivamente. No caso da linhagem A/J, o
tratamento com 1MT interfere com a sintese da citocina TNF-a, diminuindo sua produgao
tanto nas culturas infectadas somente com P. brasiliensis quanto nas tratadas com fungo +
IFN- v. Por sua vez, quando analisamos a linhagem B10.A, verificamos um resultado oposto
em relacdo ao de camundongos A/J. Na presenca de 1MT tanto nas culturas infectadas com P.
brasiliensis como nas culturas tratadas com fungo + IFN-y houve um aumento significativo

da expressao de TNF-a.

52



Al

* . B10.A
*kk 5000_
5000~ —
*%k%k
4000 __ 4000+ *
£ £
g 3000 2 3000
3 3 :
LL 20004 LL 2000
Z Z
1000+ = 1000
oL = 0 N
@] & NS &
N R N\ O Q N &
S Qx'\, ,\9 ] x,\,@
R ®©
Al B10A
ok 6000~
- * *%
6000 - 50004
5000- IS
_ e £ 40001 *
E 4000 == Q *kk
2 3 3000- b
s 30007 W
L Z 2000+
Z 2000- —
F 1000-
1000+
0 & &
0 5O
S & e 8 ¢ o S
< o < > N & o
S & € o
A\ x Q
& «

Figura 6. Influéncia do tratamento com 1MT na sintese de TNF-a por macréfagos de camundongos

resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) ao fungo. Os macrofagos foram cultivados com a
adicdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macréfagos foram infectadas com o P. brasiliensis em uma propor¢édo de 25 macr6fagos
para 1 fungo. Apo6s 48 horas de incubacdo a producdo de TNF-a foi avaliada no
sobrenadante do cultivo. O grupo controle (C) de macrofagos foi mantido sem tratamento.
Os dados representam a média + EP de 5 pogos por grupo. Os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significantes (***P<0,001, ** P<0,01 e * P<0,05).
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4.4.3 EFEITO DA INIBICAO DE IDO NA PRODUCAO DE MCP-1

Os efeitos inibitérios de IMT sobre a acdo de IDO resultaram na expressdo oposta da
quimiocina MCP-1 (Figura 7) por macrofagos de camundongos A/J e B10.A, quando da
presenca de IFN-y nas culturas. Na linhagem resistente (A/J), as culturas desafiadas ou nao
com P. brasiliensis + 1MT apresentaram concentracfes inferiores da quimiocina quando
comparadas com seus controles sem 1MT. Quando em presen¢a do fungo a producdo de
MCP-1 por macréfagos de camundongos B10.A estimulados ou ndo por IFN-y, aumentou

significativamente em relacdo aos controles.

54



AJ B10.A

4000 4000
**% *
= - - 3000
E 3000 £
2 2
1 2000 « 20004
o a
O o
= 10004 = 10004
0 ° < <
< & o N
S S s S
e °
B10.A
40001 Al 4000- =
p— Jkk
*k%
_ 3000{ ——— _ 3000~ wr
£ £
> >
= 2000- = 2000
& :
*kk
= 10001 . = 10004
0 " | | I/\ I 0
& &
¢ & S ¢ & S
X X X é X
\Qé N XQ‘O \Qé N4 XQ‘Q
& &

Figura 7. Influéncia do tratamento com 1MT na sintese de MCP-1. Os macrdfagos foram cultivados
com a adicdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macréfagos foram infectadas com o P. brasiliensis em uma propor¢do de 25 macr6fagos
para 1 fungo. Ap6s 48 horas de incubagdo a produgdo de quimiocina foi avaliada no
sobrenadante do cultivo. O grupo controle (C) de macrofagos foi mantido sem tratamento.
Os dados representam a média + EP de 5 pogos por grupo. Os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significantes (***P<0,001, ** P<0,01 e * P<0,05).
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4.4.4 EFEITO DA INIBICAO DE IDO NA PRODUCAO DE IL-6

A figura 8 mostra os niveis da citocina IL-6 medidos dos sobrenadantes de cultura de
macrdfagos peritoneais de camundongos resistentes A/J e suscetiveis B10.A, apds 48 horas de
co-cultivo com o fungo. S6 a presenca do inibidor de IDO foi suficiente para produzir
aumento na producdo basal de IL-6 nas culturas de macréfagos. Ja apds a infeccdo com P,
brasiliensis , em ambas as linhagens estudadas, a adi¢do de 1MT nas culturas de macréfagos
favoreceu um significativo aumento da sintese de IL-6, nas culturas tratadas e ndo tratadas
com IFN-y. Em resumo, um dos efeitos marcantes da inibi¢do da IDO via IMT ¢ liberar a
expressao desta citocina, com um visivel aumento desta sintese nos macrofagos de B10.A e

A/J infectados com o P. brasiliensis .
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Influéncia do tratamento com 1MT na sintese de IL-6 por macréfagos de camundongos
resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) ao fungo. Os macrofagos foram cultivados com a
adicdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macrofagos foram infectadas com o P. brasiliensis em uma propor¢do de 25 macr6fagos
para 1 fungo. Apo6s 48 horas de incubacdo a producdo de TNF-a foi avaliada no
sobrenadante do cultivo. O grupo controle (C) de macrofagos foi mantido sem tratamento.
Os dados representam a média + EP de 5 pocos por grupo. Os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significantes (***P<0,001, ** P<0,01 e * P<0,05).
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4.4.5 EFEITO DA INIBICAO DE IDO NA PRODUCAO DE TGF-p

O inibidor 1MT ndo alterou a produgdo da citocina TGF-B por macrdfagos de
camundongos A/J e B10.A nas culturas infectadas ou ndo por P. brasiliensis sem a presenca
de IFN-y, tratadas ou ndo com IMT (Figura 9). Por outro lado, quando os macréfagos foram
pré-ativados com IFN-y, em ambas as linhagens houve incremento da sintese de TGF-B ap6s
a adicdo do inibidor de IDO, o 1MT. Foi observado que nos macréfagos da linhagem
resistente (A/J), a quantidade da citocina produzida foi maior que aquela sintetizada pelos
camundongos macrofagos de B10.A.
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Figura 9. Influéncia do tratamento com 1MT na sintese de TGF-B. Os macrofagos foram cultivados

com a adicdo ou ndo de IFN-y (10.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macrofagos foram infectadas com o P. brasiliensis em uma propor¢do de 25 macr6fagos
para 1 fungo. Ap6s 48 horas de incubagdo a produgdo de quimiocina foi avaliada no
sobrenadante do cultivo. O grupo controle (C) de macr6fagos foi mantido sem tratamento.
Os dados representam a média + EP de 5 pocos por grupo. Os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significantes (* P<0,05).
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4.5 EFEITO DO 1MT NA PRODUCAO DE QUINURENINA POR MACROFAGOS
DE CAMUNDONGOS B10.A E A/J

Como verificamos que a adicdo de 1MT interferia na atividade fungicida e secretora
de macrofagos B10.A e A/J, julgamos que seria importante caracterizar a agdo desta droga na
producdo de quinurenina, o metabdlito produzido pela agdo enzimética da IDO sobre o
triptofano. Dessa forma, analisamos a producéo de quinurenina em culturas de macrofagos de
camundongos B10.A e A/J apds tratamento com IFN-y, que ¢ a principal citocina indutora da
atividade de IDO. Verificamos que em ambas as linhagens, as culturas infectadas ou ndo com
P. brasiliensis, a adicdo de 1MT provocou uma acentuada diminuicdo na producédo de
quinurenina nas culturas de macréfagos. Este fato decorreu por ser o IMT um inibidor
competitivo do aminoacido essencial triptofano, levando a uma menor hidrolise enzimatica

deste aminoacido nos sitios ativos da IDO.
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Figura 10. Influéncia do 1IMT na produgdo de quinurenina. Os macrofagos foram cultivados com a
adicdo ou ndo de IFN-y (20.000 pg/mL) durante a noite. Algumas monocamadas de
macrdfagos foram infectadas com o P. brasiliensis em uma proporg¢do de 25 macréfagos
para 1 fungo e tratadas ou ndo com 1IMT (1mM). Apds 48 horas de incubagao a producéo
de quinurenina foi avaliada. Os dados representam a média + EP de 5 pogos por grupo.

Os asteriscos representam diferengas estatisticamente significantes (** P<0,01,
(***P<0,001).
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46 CARACTERIZACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM 1IMT NA
GRAVIDADE DA DOENCA E NA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) POR
CAMUNDONGOS B10.A E A/J.

Camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT, foram infectados pela via i.t.
com um milh&o de células leveduriformes do P. brasiliensis . A gravidade da infec¢do e os
niveis de NO foram estudados 2 e 8 semanas pds-infecgéo.

Grupos de animais B10.A e A/J foram sacrificados e um dos pulmdes foi removido,
pesado, macerado e plagueado em agar BHI suplementado. Durante 15 dias foi contado o

namero de colénias, e o nimero final foi transformado em logio /g de tecido.

Analisou-se a carga fungica no sitio primario de infec¢do e a disseminacao para figado
e baco. Os dados da figura 11A mostram que o pulmao de animais B10.A e A/J tratados com

1MT apresenta aumento significante da carga fangica comparada ao dos animais controle.

Observou-se disseminacdo para o figado e baco nos grupos ndo havendo, entretanto,
diferencas estatisticamente significantes (dados ndo mostrados). Pelos dados obtidos neste
experimento, verificamos que, no periodo de 2 semanas de infeccdo, o tratamento com 1MT
levou a aumento da carga fangica em ambas as linhagens. Ja na semana 8 pos-infec¢do nédo

foram observadas diferencas significantes em ambas as linhagens (Figura 11C).

Na segunda semana pds-infeccdo ndo foi encontrada diferenca significante entre os
niveis de NO dos grupos controle e os tratados com 1MT, bem como entre as linhagens
estudadas (Figura 11B). Na semana 8 (Figura 11D) houve aumento na sintese de NO em

ambas as linhagens, porém, diferenga estatistica sé foi observada nos camundongos A/J.
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Figura 11. Avaliacdo da gravidade da doenca por contagem do nimero de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC)/g de tecido (em log 10) em camundongos B10.A (n = 6) e A/J (h = 6)
ap6s 2 (A) e 8 semanas (C) de infeccdo com 1 x 10° leveduras de P. brasiliensis
inoculadas pela via i.t. As barras apresentam as médias + EP dos grupos ensaiados.
Resultado representativo de dois experimentos realizados com resultados equivalentes.
Niveis de NO nos homogenatos de pulmdo de camundongos B10.A e A/J com leveduras
de P. brasiliensis ap6s 2 (B), e 8 semanas (D) de infeccdo. As barras representam as
médias + EP do nimero de UFC (6 animais por grupo) * (P<0.05) comparado com 0s
grupos controle.
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4.7 ESTUDO DO TRATAMENTO COM 1IMT NOS NIVEIS DE QUINURENINA
PRESENTES NOS PULMOES DE CAMUNDONGOS B10.A E A/J

Da mesma forma que foi feito com as culturas de macréfagos na analise da producéo
de quinurenina foi analisada a producdo dos metabdlitos originados do catabolismo do
triptofano depois da acdo da enzima IDO e também depois da sua inibicdo por IMT. Os
homogenatos de pulméo das linhagens B10.A e A/J foram avaliados e vimos que houve
producdo de quinurenina nos grupos controle, infectados com fungo e estes niveis sofreram

reducdo expressiva apos tratamento com 1MT nas linhagens também infectadas com P.
brasiliensis .

2 semanas 8 semanas
80, - 80
ok —_— *k%k
—~ - = *%
T 60 £ 601
3 E!
c 401 < 40
= <
£ <
O 20l g 20
2 "ﬂ'l £
‘5 >
8» 0 i oo " <
e & o 2 \@ \@
& N & & & S < S
K O K & S N 8 oY
9 \el ¢ O S N
° oF oF S ,\/0Y Q
Q Q ?Q

Figura 12. Influéncia do 1MT na presenga de quinurenina em homogenatos de pulmdo. Foram
analisados os homogenatos de pulmé&o das linhagens B10.A e A/J, tratados ou ndo com
1MT, quanto a presenca de quinurenina no tempo de 2 e 8 semanas pés-infeccdo com P.
brasiliensis . Os dados representam a média + EP de 5 animais por grupo. Os asteriscos
representam diferencas estatisticamente significantes (** P<0,01, ***P<0,001).
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48 EFEITO DO TRATAMENTO COM 1MT NOS NIVEIS DE CITOCINAS
PULMONARES DE CAMUNDONGOS B10.A E A/J.

Os homogenatos dos pulmdes, obtidos durante o experimento para a quantificacdo de
UFC, foram conservados a —70 °C e utilizados para a pesquisa de citocinas em animais B10.A
e A/J nas segunda e oitava semanas de infecgao.

A figura 13 mostra a produgao das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a nos homogenatos
de pulmdo de camundongos apos 2 e 8 semanas de infeccdo com o P. brasiliensis. Em
camundongos B10.A, o tratamento com 1MT provocou um aumento na expressao de 1L-12,
no tempo de 2 semanas pos-infeccdo, em relacdo aos animais controle. Por outro lado, houve
uma menor producdo de IFN-y nesta linhagem apos tratamento com 1MT. Na linhagem A/J, o
1MT alterou a producdo de IFN-y comparado aos animais controle, neste tempo de infecgao.
Ja no tempo de 8 semanas também encontramos diferencas na producéo de IFN-y na linhagem

resistente.

A figura 14 mostra os niveis das citocinas IL-10 e IL-4 nos tempos de 2 e 8 semanas
pos-infecgdo. Na semana 2, a adicdo de 1IMT provocou diminui¢do na producdo de IL-10 e
IL-4 em camundongos B10.A, enquanto nenhuma diferenca foi observada nos camundongos
resistentes A/J. Ja na semana 8, a producdo das citocinas estudadas ndo foi alterada em

nenhuma das linhagens.

A figura 15 mostra a producdo de citocinas TGF-p, IL-6, IL-17 e IL-23 nos
homogenatos de pulmdo de camundongos ap6s 2 e 8 semanas de infeccdo com o P.
brasiliensis. Na semana 2, a adi¢cdo de IMT provocou diminui¢do na producéo de TGF-f nos
camundongos resistentes A/J. Por outro lado, neste mesmo tempo de infeccdo com P.
brasiliensis verificou-se um aumento significativo na sintese de IL-6 por parte dos
camundongos B10.A. J& para IL-23, houve aumento significante de IL-23 para o grupo
tratado com 1MT nas duas linhagens estudadas, enquanto que para IL-17 n&o observamos
diferencas. Ja na semana 8, a producdo de TGF-B se mostrou menor apenas em camundongos
B10.A. Este fato também acontece na linhagem A/J em que houve diminuicdo de IL-6 apenas
no tempo longo de infeccdo. Quando analisamos a produgdo de 1L-23 e IL-17 no tempo
longo, 8 semanas, verificamos que o tratamento com 1MT diminuiu a produgdo de IL-17

apenas na linhagem A/J enquanto que os niveis de I1L-23 ndo sofreram alteracdes.
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Figura 13. Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-12, IFN-y e TNF-a. nos homogenatos de
pulmao de animais B10.A e A/J apds 2 e 8 semanas de infeccdo (*P<0,05).
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Figura 14. Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-10 e IL-4 nos homogenatos de pulmdo de
animais B10.A e A/J ap0s 2 e 8 semanas de infec¢do (*P<0,05).
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Figura 15. Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de TGF-, IL-6, IL-23 e IL-17 nos homogenatos
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4.9 ANALISE FENOTIPICA DE LEUCOCITOS INFILTRANTES DE PULMAO DE
ANIMAIS B10.A E A/J NAS SEGUNDA E OITAVA SEMANAS DE INFECCAO

Ha varios trabalhos que demonstram que IDO é um potente composto microbicida por
diminuir a disponibilidade de triptofano, um aminoécido essencial para a multiplicacdo de
muitos patégenos (SEDLMAYR et al., 2002, UYTTENHOVE et al., 2003). Um outro efeito
mediado pela IDO € o controle dos processos inflamatorios imuno-mediados. Assim, a
quinurenina, produto do catabolismo do triptofano é potente supressor da resposta imune
(MELLOR et al., 1999, GROHMANN et al., 2003).

Como verificamos que o tratamento com 1MT alterava a carga flngica,
resolvemos investigar o efeito deste composto no afluxo de células inflamatorias para o sitio
de infeccdo. Assim, células infiltrantes dos pulmdes foram obtidas nas segunda e oitava
semanas ap6s a infeccdo. A concentracdo celular foi ajustada a 1x10° cels/mL e marcadas
com anticorpos marcados no titulo previamente determinado e na combinacdo adequada para
a populacdo celular a ser estudada. Como pode ser observado na Figura 16A, na segunda
semana, a inibicdo da IDO pelo tratamento com 1MT levou a maior frequéncia de linfocitos
TCD4+ e TCD8+ nos pulmdes dos camundongos B10.A. Neste tempo houve diminui¢do das
células CTLA-4 e GITR positivas sugerindo diminuicdo de expressdo das células T
reguladoras. O tratamento, entretanto, ndo alterou as duas subpopula¢ées TCD4+ e TCD8+
em camundongos A/J. Como esperado, a freqiiéncia de células TCD4+ e TCD8+ foi sempre
maior nos pulmdes de camundongos resistentes que nos suscetiveis. J& na oitava semana de
infeccdo (Figura 16B), a inibicdo de IDO com 1MT levou a um quadro de afluxo ainda
acentuado de células TCD4+ e TCD8+ nos camundongos B10.A, porém sem alteracdo da
expressao de marcadores de células Treg, (CTLA-4 e GITR). J& para 0s camundongos
resistentes (A/J), diferentemente da segunda semana, ap6s 8 semanas de infecgdo houve um
incremento no afluxo celular de linfocitos TCD4+ demonstrando um efeito tardio da IDO na
inibicdo da expansdo de células T. Somado a este fato foi verificada uma diminuigdo dos
marcadores de ativacdo associados a células Treg (CTLA-4 e GITR) nos camundongos

tratados com 1MT indicando uma provavel diminuicdo deste fendtipo celular.

Em macrofagos (ou mondcitos) de camundongos suscetiveis o tratamento com 1MT
levou & reducdo da freqiiéncia de células expressando moléculas de MHC de classe 11 (1a<) na
segunda semana pds-infeccdo (Figura 17A). Ainda observamos um aumento na expressao de
CD11b e diminui¢cdo marcante de CD86. Por outro lado, o tratamento com 1MT levou a
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aumentos na expressao de TLR-2. Ja na oitava semana, apenas CD86 sofreu reducdo apos
tratamento com 1MT, enquanto os outros marcadores de ativacdo de macréfagos ndo sofreram
alteracdes significativas (Figura 17B).

Em macréfagos de camundongos A/J, na segunda semana (Figura 17A), houve reducao
da freqliéncia de células expressando CD86, CD40 e TLR-2. Por outro lado, maior freqliéncia
de macrofagos expressando CD11c foi observada. Ja na oitava semana (Figura 17B) o
tratamento com 1MT levou a reducdo da frequéncia de células expressando moléculas de
CD11b, CD11c, MHC de classe 11 (1a%), CD86 e CD40.

Podemos sugerir que a inibicdo da IDO incrementou o afluxo de linfécitos TCD4+ e
TCD8+ para os pulmdes de camundongos B10.A. A alteragdo mais marcante nos macrofagos
foi a diminuico de células Ia*+.

A inibicdo de IDO ndo alterou a freqiéncia de linfécitos T nos pulmdes de
camundongos resistentes na segunda semana, ao passo que na oitava semana houve afluxo
aumentado de TCD4+. Por outro lado parece haver reduzido a freqliéncia de macré6fagos

ativados no local de infeccéo.
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Figura 16. Influéncia do tratamento com 1MT nas populagdes de leucécitos infiltrantes de pulméo
(LIP). Caracterizacdo das subpopulacdes de linfocitos presentes nos pulmdes de
camundongos B10.A (n = 5) e A/JJ (n = 5) nas segunda (A) e oitava (B) semanas de
infeccdo com 1 x 10° leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t.. A expressdo foi
determinada por citometria de fluxo (***P<0,001, **P<0,01 e *P<0,05)
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Figura 17. Quantificacdo de macro6fagos infiltrantes de pulmao de camundongos B10.A (n =5) e A/l
(n = 5) nas segunda (A) e oitava (B) semanas de infeccdo com 1 x 10° leveduras viaveis
de P. brasiliensis por via i.t.. A expressdo de marcadores foi determinada por citometria
de fluxo. (***P<0,001, **P<0,01 e *P<0,05).
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410 CARACTERIZACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM 1IMT NA
EXPANSAO DE CELULAS T REGULADORAS DO FENOTIPO T CD4"CD25FoxP3"
NO PULMAO DE ANIMAIS B10.A E A/J

Analisamos a presenca de células T reguladoras CD4"CD25"FoxP3" no infiltrado
pulmonar de camundongos B10.A e A/J, pela técnica de citometria de fluxo. A porcentagem
de células TCD4"CD25"FoxP3" foi obtida pela quantificagdo de células triplamente positivas
em gate de células T CD4'CD25". As populagdes de linfocitos totais, linfocitos T CD4",
TCD4'CD25" e células T CD4"'CD25"FoxP3" com relagdo ao tamanho e granulosidade
dessas células, foram determinadas em porcentagem utilizando “gates” individuais.

A figura 18 mostra que na segunda semana de infeccdo, o nimero de células T
reguladoras em animais B10.A e A/J tratados com 1MT foi menor gque seus grupos controles.
Por outro lado, na oitava semana, ndo observamos diferencas na frequéncia de células T
reguladoras nos pulmdes dos animais B10.A tratados com 1MT, contudo constatamos uma
tendéncia de manutencdo do nimero maior de células T reguladoras nos animais A/J sem
tratamento, repetindo assim o comportamento do tempo de 2 semanas de infeccdo. Em
resumo as populacdes de células T reguladoras repetem o que nds vimos na fase crénica da
doenca quanto a carga fangica, em que as diferencas bem claras obtidas ap6s o tratamento
com 1MT se perderam, possivelmente pela recuperacdo do controle da enzima IDO sobre a

acao inibitéria de IMT.
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Figura 18. Frequéncia de linfocitos T CD4'CD25'FoxP3" presentes nos pulmdes de camundongos
B10.A e A/J (n = 6) nas segunda e oitava semanas de infeccdo com 1 x 10° leveduras
viaveis de P. brasiliensis por via i.t.. A expressdo de linfocitos CD4"'CD25FoxP3" foi
determinada por citometria de fluxo. O valor em porcentagem (%) de cada populagdo €
apresentado como média + EP. *P< 0,05 estatisticamente significante.
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411 CARACTERIZACAO DA PRESENCA DE CELULAS APOPTOTICAS NO
PULMAO DE ANIMAIS B10.A E A/J NAS SEGUNDA E OITAVA SEMANAS DE
INFECCAO

Um das acBes da IDO é a producdo de metabdlitos derivados da quinurenina. Esses
metabolitos por sua vez tem entre outras propriedades o aumento da apoptose de células como
linfocitos T e B, macrofagos, dentre outras. Dessa forma, analisamos a frequéncia de linfocitos T em
apoptose através do marcador Anexina V apo6s infecgdo por P. brasiliensis no tempo de 2 e 8 semanas.
O tratamento com 1MT, nas duas linhagens, B10.A e A/J, diminuiu a frequéncia de células
apoptdticas comparando com seus grupos controles, na semana 2. J& na semana 8, ndo observamos

diferencas nas frequéncias de células em apoptose.
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Figura 19. Frequéncia de linfdcitos apoptoticos presentes nos pulmdes de camundongos B10.A e A/J
(n = 6) nas segunda e oitava semanas de infeccdo com 1 x 10° leveduras viaveis de P.
brasiliensis por via i.t.. A expressdao de linfocitos apoptéticos foi determinada por
citometria de fluxo. O valor em porcentagem (%) de cada populacdo é apresentado como
média + EP. *P< 0,05 estatisticamente significante.
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5 DISCUSSAO

Muitos trabalhos tém descrito a funcdo da enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO),
especialmente o seu efeito imunomodulador ligado ndo somente a deplecédo de triptofano, mas
também aos metabolitos que sdo gerados a partir deste aminoacido, mais especificamente 0s
derivados da quinurenina. Fallarino et al. (2002) expuseram células T, macréfagos e DCs aos
metabolitos do triptofano, acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) e quinolato, e demonstraram
aumento de apoptose. Outro estudo demonstrou que quinurenina, 3-HAA e
hidroxiquinurenina (3-HK) suprimiram a proliferagdo alogénica de células T de uma forma
aditiva, e verificaram que células T efetoras eram mais sensiveis aos metabdlitos do triptofano
do que células T naive (TERNESS et al., 2002).

Como a enzima IDO tem acdo localizada depois de sua expressao intracelular, a
possibilidade de imunorregulacdo através da manutencdo de sua atividade no sistema imune
se constitui em desafio atual da pesquisa. Nos casos de hiper-ativagdo do sistema imune
pretende-se obter uma inducdo enzimatica que se mantenha sustentada talvez pela introducéo

do gene IDO por transfeccdo em células alvo (MULLEY et al., 2008).

Resultados de Fallarino et al. (2006) apoiam a sugestdo que a expressao de IDO pode
induzir células T regulatérias. Estes autores demonstraram o aparecimento de células
regulatdrias T CD4+ expressando Foxp3 originarias de células T CD4"CD25- niive depois de
serem expostas a deplecdo de triptofano combinado com excesso de quinureninas. Ao mesmo
tempo, IDO se estabelece como um verdadeiro mecanismo imunoregulador na infeccédo
controlando o balango entre células Th17 e Tregs. Somado a isso, é sugerido que IDO e
quinureninas, na sua capacidade de induzir Tregs e inibir Th17, contribuem de forma
fundamental para a definicdo da linhagem celular efetora nas infecgdes fungicas (ZELANTE
et al., 2009).

A enzima IDO n&o parece ser necessaria para a manutencao constitutiva da tolerancia
ao préprio. Isto foi demonstrado pelo fato de que camundongos KO para IDO (ldo™) néo

desenvolverem doencas linfoproliferativas ou autoimunes letais (MELLOR et al., 2003).

Os macrdfagos parecem ndo expressar IDO de forma constitutiva, mas o fazem apos
receberem um sinal de inducdo de IFN-y, mesmo assim ndo expressam altas concentragdes de
IDO. Pelo contréario, IDO pbde ser detectada de forma constitutiva em DCs plasmocitoides

(células CD123" CD11c"). Entretanto, a ativagdo com IFN-y era ainda requerida para a
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atividade funcional da enzima, sugerindo que a proteina IDO poderia existir tanto nas formas
enzimaticamente ativas como nas inativas (THOMAS et al., 2007; MUNN et al., 2002). Por
outro lado, Munn et al. (1999) demonstraram que macrofagos estimulados por IFN-y inibiram

respostas de células T alogénicas in vitro e que a inibicao foi revertida pela adicdo de 1MT.

Neste trabalho investigamos o efeito da inibicdo da IDO na gravidade da PCM
desenvolvida por camundongos resistentes e suscetiveis ao P.brasiliensis. Caracterizamos
também o efeito deste tratamento na atividade fungicida e secretora de macréfagos. Além
disso, estudamos o efeito do tratamento com 1MT nas populacdes celulares (linfocitos e

macrdofagos) que compunham as lesdes pulmonares de ambas as linhagens de camundongos.

No estudo da inibicdo da atividade fungicida realizado através da determinacdo de
unidades formadoras de col6nias (UFC), foi observado que a adi¢cdo de 1MT nas culturas de
macréfagos de animais A/J e B10.A, sem tratamento com IFN-y, induziu uma recuperagido
sempre maior de fungos viaveis em relacdo aos macrofagos sem tratamento. Isto nos permite
concluir que a inibicdo de IDO por 1MT disponibiliza maior quantidade do substrato
essencial, o aminoécido triptofano, levando ao aumento da carga fangica. Ja quando tratamos
as culturas de macréfagos previamente com IFN-y, verificamos claramente uma redugdo nas
cargas fungicas destas culturas, tratadas ou ndo com 1MT, sugerindo que a ativacdo dos
macrofagos favoreceu diversas vias de acdo microbicida como as mediadas pelo NO e IDO.
Contudo, o efeito da inibicdo de IDO é evidente uma vez que houve uma maior recuperacdo
de fungos viaveis de culturas IDO-inibidas quando comparadas as culturas ndo tratadas com
1MT. Este dado demonstra que ambas a linhagens utilizam de mecanismo IDO-mediado para
impedir o crescimento do fungo P.brasiliensis. A porcentagem de inibicdo da atividade
fungicida obtida em nossos ensaios de CFU in vitro mostrou diferengas entre as linhagens
quanto a acdo indutora de IFN-y. Constatamos uma inibigdo maior para os macrofagos de
animais B10.A. sem adigcdo de IFN-y e, por outro lado, ja com IFN-y, a porcentagem de
inibicdo foi maior para de macrdfagos de camundongos A/J. Este resultado € bastante
interessante, pois mostra que macrofagos nao tratados, tanto de camundongos B10.A como
A/J, ativam a enzima IDO mesmo sem a adicdo de IFN-y exdgeno. A interagdo entre os
receptores de reconhecimento de patogenos (PRR, “pathogen recognition receptors”) dos
macrofagos e substancias agonistas presentes na superficie do P.brasiliensis foram suficientes
para induzir a atividade de IDO. Nao se pode excluir, entretanto, de nossos experimentos a
possibilidade da existéncia de alguma subpopulacdo linfocitaria (p.ex. NK, Tyd, NKT) que

seja a produtora enddgena de IFN-y. Nossos dados corroboram com outras publicagdes que
77



demonstram que outros mediadores (p.ex. TNF-a, CD40L, CTLA4-Ig, ligantes de TLR4 e
TLR9, IFN-0, IFN-B, molécula 4-1BB ou CD137) ou mecanismos podem levar a ativagdo
desta enzima (THOMAS et al., 1999; GROHMANN et al., 2003; MELLOR et al., 2004;
TAKIKAWA et al., 2005; MUNN et al., 2007).

Nosso laboratorio mostrou recentemente que os macréfagos alveolares de animais
suscetiveis ao P.brasiliensis eram os que apresentavam eficiente atividade fungicida
concomitante com niveis elevados de NO, sendo que os macréfagos de animais resistentes
tinham baixa atividade fungicida, pouca producdo de NO e altos niveis de TGF-B (PINA et
al., 2008). Assim, o 6xido nitrico é importante como molécula microbicida, porém a sua
producdo continua ou exagerada para a eliminacdo do patdgeno leva a imunossupressao
(BOCCA etal., 1998; DALTON et al., 2000; VEEN et al., 2000; FERNANDES et al., 2008).

A maior habilidade fungicida dos macréfagos B10.A poderia estar correlacionada com
a producgdo de NO, visto que macrofagos destes animais sintetizaram maiores quantidades de
NO quando comparados aos A/J. Contudo, quando infectamos as culturas de macréfagos
B10.A sem adicdo de IFN-y ¢ ao mesmo tempo inibimos estas culturas com 1MT e/ou
aminoguanidina (AG) observamos claramente que a via de agdo IDO-mediada foi mais
importante do que a NO-mediada. Este fato ndo se repetiu em nenhum outro quadro de
tratamento nos quais a via NO-mediada se mostrou muito mais importante do que a IDO-
mediada. Pudemos observar também que nas culturas de macréfagos que foram tratadas com
IMT e IFN-y, mas ndo foram posteriormente infectadas com o fungo, houve producéo
significante de NO; no entanto, foram menos expressivas que aquelas das culturas tratadas
com 1MT e IFN-y e que foram infectadas. Assim, pode-se sugerir que o IMT, por barrar a via
de acdo de IDO levou os macréfagos a redirecionar agdo microbicida para uma maior
producdo de NO. Ha alguns trabalhos (CANO et al., 1998; GONZALEZ, et al., 2000) que
demonstram que o NO é molécula essencial e importante para a atividade fungicida de
macrofagos de camundongos. A agdo reguladora do 6xido nitrico (NO) sobre a atividade de
IDO no ambiente inflamatdrio ja é bastante conhecida (THOMAS et al., 1994, 2007). A
INOS, também induzida por IFN-y, é responsavel pela produ¢ao de NO que atua como
inibidor da atividade de IDO. Recentemente, foi demonstrado que este fato € devido aos
efeitos pos-traducdo, que s@o reversiveis, sobre IDO, fornecendo assim uma visdo mais
aprofundada na complexidade dos mecanismos de controle inflamatério (THOMAS et al.,
1994, 1999, 2007).

78



A relagéo NO e IDO foi demonstrada na infeccdo pelo T. gondii quando se utilizou um
inibidor da iNOS, o L-NAME, e foi observado aumento dos niveis plasméticos de
quinurenina nos animais infectados em relacdo aos animais ndo tratados, mostrando assim a
acao compensatoria da IDO na tentativa de eliminar o patdgeno na auséncia da iINOS
(FUJIGAKI et al., 2002).

Alberati-Giani et al. (1997) encontraram outro mecanismo NO-mediado na regulagéo
da funcdo de IDO em macrofagos murinos. Nestas células, 0 NO modulou negativamente a
transcricdo do gene IDO. Além disso, LPS e o metabdlito do triptofano, o acido picolinico,
dois agentes co-estimulatorios que regulam positivamente iINOS em células ativadas,
diminuiram a transcricdo do gene IDO nos macrofagos, de forma aparentemente NO-
independente (HUCKE et al., 2004).

Por outro lado, a descoberta de um sistema de transporte de triptofano de alta
afinidade em macro6fagos, que contribui para a sua resisténcia aos efeitos da deficiéncia de
triptofano e excesso de quinurenina, sugere que os macrofagos estdo equipados de forma
Unica para o uso da via catabdlica do triptofano desencadeada por IDO, favorecendo uma agédo
microbicida; este fato foi demonstrado nos nossos ensaios com macréfagos de camundongos
B10.A sem a adi¢do de IFN-y em que se privilegia a via IDO—dependente em detrimento da
producdo de NO como agente microbicida principal (SEYMOUR et al., 2006).

Em virtude destes mecanismos imunoregulatérios envolvendo IDO e NO, podemos
sugerir que macrdfagos estimulados por IFN-y, ao fagocitar o fungo P.brasiliensis, utilizaram
as vias microbicida tanto de iNOS como de IDO de forma auto-regulada; porém, na presenca
de 1MT como inibidor da via de IDO, a sintese de NO ndo foi suficiente para compensar a
baixa atividade fungicida conferida pela inibicdo de IDO. Devemos lembrar que estes dados
estdo de acordo com o fenotipo de macréfagos alveolares dos camundongos suscetiveis
B10.A que apresentam eficiente habilidade fungicida pela alta produgdo de NO e sintese de
um padrdo pro-inflamatoério de citocinas, com producgdo proeminente de IL-12 (PINA et al.,
2008).

As citocinas sdo potentes reguladoras da funcdo macrofagica. As chamadas pro-
inflamatorias desempenham importante papel na indugdo da atividade microbicida dos
fagdcitos, e entre elas estdo incluidas o IFN-y, o TNF-a, e a IL-12. As citocinas anti-

inflamatorias como a IL-10 e 0 TGF-B desempenham atividade desativadora de Mg ¢ a sua
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producdo desbalanceada leva a infecgdes graves, principalmente aquelas produzidas por
patdgenos intracelulares (MOSMANN et al., 1991; HOFT et al., 2000; REINER et al., 1995;
SCOTT etal., 1998).

No nosso modelo foram avaliadas as citocinas pré-inflamatorias IL-12 e TNF-a, a
citocina anti-inflamatoria TGF-p, a citocina pleiotropica IL-6, além da quimiocina MCP-1,
em sobrenadantes de culturas de macréfagos tratados e ndo tratados pelo 1IMT. Nossos dados
confirmam aqueles de Pina et al. (2008) trabalhando com macréfagos alveolares infectados
pelo fungo. Houve a producdo de altos niveis de IL-12 pelos macréfagos de animais
suscetiveis B10.A associados a baixos niveis de TNF-a. Em contraste, os macrofagos de
camundongos resistentes A/J produziram elevados niveis de TNF-a e baixos niveis de IL-12.
Nos observamos que as culturas de macr6fagos de camundongos B10.A que foram tratadas
com 1MT, na auséncia de IFN-y, sintetizam mais IL-12. Contudo este fato ndo se repete
quando ha IFN-y nas culturas, em que ha menos expressdo da citocina IL-12 quando da
adicdo de 1MT. Por outro lado, tanto a presenca como a auséncia de IFN-y, levou os
macréfagos B10.A tratados por IMT a apresentarem maior producdo de TNF-a e MCP-1.
Mais uma vez, quando comparamos as linhagens estudadas, vimos um comportamento
contrastante nas culturas de macrofagos de animais resistentes, nas quais houve menor
expressdo de TNF-o. ¢ MCP-1 quando tratadas com 1MT, na presenga ou auséncia de IFN-y.

Os altos niveis de IL-12 produzidos pelos macréfagos de animais B10.A aqui
confirmado, indica um padrdo de ativacdo pré-inflamatério que regularmente estd associado
com a eficiente morte de patégenos intracelulares via producdo de radicais de oxigénio ou
nitrogénio, além de estimular células NK a produzir elevadas quantidades de IFN-y que irao
induzir espécies reativas de oxigénio e outros mediadores pro-inflamatérios pelos macréfagos,
0s quais desenvolvem uma eficiente habilidade fungicida. Este perfil estd usualmente
associado a um padrdo de imunidade preferencial do tipo Thl (NATHAN e SHILOH, 2000).
A alta producdo de NO, entretanto, leva a anergia da imunidade celular nos camundongos
B10.A e este fato pode ser revertido pela inibicdo NO-sintase pela aminoguanidina (BOCCA
etal., 1999; NASCIMENTO et al., 2002).

Ao analisarmos a presenga das citocina TNF-a nos sobrenadantes de cultura dos
macrofagos de animais resistentes e suscetiveis, nossos resultados mostraram que 0s
macrofagos de animais A/J tiveram a habilidade de secretar altas quantidades de TNF-a. O
contrario foi observado nos animais B10.A, os quais produziram quantidades minimas
correspondentes aos niveis basais destas citocinas. Podemos observar que, em macrofagos
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pré-ativados com IFN-y a inibi¢do de IDO por IMT reduziu a produ¢do de TNF-a pelos
macrofagos de animais A/J. A citocina TNF-o é importante na promog¢do da maturagdo e
ativacdo de DCs, entdo pode-se inferir que estas células de camundongos A/J teriam uma
melhor funcdo de APC que as DCs de camundongos B10.A. Realmente, Ferreira et al. (2007),
verificaram que as APCs de camundongos A/J sdo melhores ativadoras de linfdcitos que as de
camundongos B10.A. Nossos resultados sugerem também que a atividade da IDO nos
macrofagos de camundongos B10.A inibia a sintese de TNF-a induzida pela ativagdo pelo
IFN-y e infec¢do pelo P.brasiliensis. Este fato deve se refletir no desenvolvimento
subseqiiente da imunidade adaptativa.

Quando avaliamos a citocina pleiotropica IL-6, isto é, com propriedades anti e pro-
inflamatdrias, vimos que em macrofagos de camundongos suscetiveis B10.A e de resistentes
AJ/J os altos niveis de producdo de IL-6 estdo associados a dois eventos: macréfagos ativados
e tratados com 1MT. Esta citocina e conhecida como tendo efeitos inibitdrios sobre a enzima
IDO por modular a expressédo do receptor de IFN-y e ainda é requerida para geragao periférica
de células Treg (GROHMANN et al., 2001; ROMANI et al., 2008). Os altos niveis de
expressao de IL-6 ap0s a adicdo de LMT podem ser atribuidos a deve-se ao efeito sinérgico de
inibicdo de IDO, que funcionaria assim como um regulador negativo da citocina. No contexto
de culturas de macrdfagos pré-ativados com IFN-y e infectados com P.brasiliensis, a adigdo
de IMT aumentou ainda mais a producéo de IL-6.

Quanto a citocina anti-inflamatdria TGF-B, que se contrapde ao IFN-y, o efeito da
inibicdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase pela adicdo de 1MT levou a maior producédo
da citocina nos macréfagos de camundongos B10.A e A/J. Contudo, nos macrofagos de
camundongos suscetiveis os niveis de sintese foram expressivamente menores que em A/J,
denotando assim um comportamento de maior ativacdo por parte da linhagem suscetivel
B10.A. Sabe-se que 0 TGF-B tem participacao efetiva na regulagdo do desenvolvimento da
resposta imune do tipo Thl, Th17 ou Treg (WAHL et al., 2006) e sua modulacao por IDO em
nosso modelo poderia influenciar estas populagdes celulares. Foi demonstrado por Smeltz et
al. (2005) que o TGF-B inibe a expressdo do fator de transcricio GATA-3 que participa da
diferenciacdo de células T precursoras para uma resposta Th2. Por outro lado, na infeccéo por
C. albicans a presenga do TGF-p ao inicio da doenga é fundamental para a sintese de I1L-12 e
resposta Th1l, protetora contra o fungo (MONTAGNOLI et al., 2002). Outra acdo do TGF-
em associagdo com IL-6 na interacdo célula e patdgeno é o aumento expressdo de IL-23R que
resulta na producéo sustentada de IL-17 por células T CD4" (MORISHIMA et al., 2009). Ha
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outras atividades biologicas do TGF-B que se realizam no contexto do ambiente de citocinas
em que ele é produzido (COOPER et al., 2007).

Outro resultado aqui relatado foi a producdo de metabdlitos do catabolismo do
aminoacido triptofano, as quinureninas. Elas sdo resultantes da acdo da IDO sobre esse
aminoacido essencial e que pode ser inibida pela acdo do 1MT, que ao competir pelo sitio
ativo da enzima diminui a expressdo da via das quinureninas, por limitar a hidrélise do
triptofano. De fato, a presenca de IMT nas culturas de macréfagos de ambas as linhagens de
camundongos levou a producdo bastante reduzida de quinurenina em relagdo aos grupos
controle. Estes dados estdo de acordo com o aumento das cargas fungicas encontradas nas
linhagens B10.A e A/J, apés a adicdo de 1IMT nas culturas de macréfagos.

Em conjunto, nossos estudos in vitro demonstram que tanto macrofagos de
camundongos resistentes como suscetiveis tém mecanismos fungicidas IDO-dependentes. A
acdo da IDO, entretanto, parece ser mais marcante para camundongos suscetiveis. Mais ainda,
a acdo dessa enzima traduz-se por efeitos opostos sobre a producdo de algumas citocinas e
qguimiocinas, fato este que sugere efeitos diversos destas células ao executarem as suas
funcBes apresentadoras de antigenos para linfocitos T. Deve-se destacar a maior producédo de
TNF-a pela a¢do de IMT sobre macréfagos de camundongos B10.A. Esta citocina é
importante na regulacdo e organizacdo de granulomas (SOUTO et al., 2000; CO et al., 2004;
HERRING et al., 2005) e na inducdo da maturacdo de células dendriticas, o que facilitaria a
sua funcdo como APC. (HUFFNAGLE et al., 1996; FLYNN et al.; 1995, MOHAN et al.,
2001). Corroborando com esta possibilidade, vimos no modelo in vivo que a inibi¢do de IDO
resulta em maior expansdo de linfocitos T de camundongos suscetiveis, ja ao inicio da
infeccao.

A acdo da IDO na paracoccidiodomicose foi também estudada in vivo. A
caracterizagdo da carga fungica tecidual feita a partir do macerado do pulmédo em tempo de
infeccdo de 2 semanas estdo de acordo com os dados obtidos in vitro, uma vez que o nimero
de fungos recuperados foi maior nos pulmdes dos animais tratados com 1MT. Entretanto, ndo
houve alteracdo na producdo de NO. Nossos dados sugerem que a maior carga fangica
pulmonar pode ser atribuida a menor capacidade das células da imunidade inata como
macrofagos e células dendriticas (DCs) de depletar triptofano, contribuindo assim para o
crescimento de P.brasiliensis. Ja 8% semana pds-infeccdo os efeitos inibitorios de 1IMT séo
perdidos, uma vez que houve interrupcdo do tratamento com 1MT duas semanas apos a

infeccdo. Neste ponto é restabelecida a acdo de IDO no controle da carga fangica, que se

82



iguala nos grupos tratados e ndo tratados. Contudo na andlise dos niveis de NO nesta fase
mais tardia da infeccdo encontramos uma maior produgdo dos niveis de éxido nitrico nas
linhagens estudadas, sendo que na linhagem A/J tratada com 1MT houve aumento de NO.

Este aumento, entretanto, ndo resultou em maior controle da carga fingica pulmonar.

Avaliamos também a producdo de quinureninas, s6 que agora nos homogenatos de
pulmé&o dos camundongos das duas linhagens tratados e ndo tratados com 1MT. Na segunda
semana poés-infeccdo com P.brasiliensis, assim como no modelo de infeccdo in vitro,
encontramos niveis maiores de producdo de quinurenina nos grupos controle em relagdo ao
grupos tratados com o inibidor de IDO, o 1MT, em ambas as linhagens estudadas. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles encontrados na medicdo de UFC neste tempo de
infeccdo, com aumento de carga fangica depois da inibicdo com 1MT, demonstrando assim
que a maior disponibilidade do aminoéacido triptofano permitiu um aumento na crescimento
fangico associado também com a menor producdo dos metabdlitos da via das quinureninas. Ja
na oitava semana pos-infec¢do, para nossa surpresa, 0S niveis de quinurenina ainda se
encontraram aumentados nos grupos controle comparados aos grupos tratados com 1MT, néo
refletindo os resultados de UFC neste tempo de infeccdo, em que as cargas fungicas se
igualam, provavelmente devido a um perda do efeito de inibicdo de IDO. Pode-se entdo
sugerir que neste tempo de infeccdo a producdo de quinurenina nos sobrenadantes de pulméo
seja residual, refletindo uma acdo prolongada, porém de menor intensidade do 1MT no
metabolismo do triptofano.

Em relacdo a sintese de citocinas, observamos que apds 2 semanas de infeccdo o0s
animais da linhagem B10.A apresentaram aumento na producéo de I1L-12 e IL-6 apds inibicdo
de IDO por 1MT. Esta droga, diminuiu a producédo de IL-10 e IL-4 por camundongos B10.A e
também levou a menor sintese de TGF-B na linhagem A/J. Assim, em animais B10.A houve
aumento de citocinas pro-inflamatérias, que levaria a maior atividade fungicida, fato que néo
ocorreu. Assim a inibicdo de IDO exerceu efeito preponderante sobre o possivel grau de
ativacdo por citocinas das células fagociticas. As menores concentracdes de TGF-B
observadas nos camundongos A/J tratados poderiam ter resultado em maior atividade
macrofagica e menor carga fangica, fato que também ndo ocorreu. Assim, para ambas as
linhagens o tratamento com 1MT alterou o perfil de citocinas para um padréo que poderia ter
melhor controlado o crescimento fungico, mas isso nao ocorreu, indicando o efeito
preponderante da disponibilidade de triptofano para o crescimento do P.brasiliensis. Os
resultados obtidos na dosagem do IFN-y merecem ser destacados. Pode-se observar que ao
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inicio da infeccdo (semana 2) camundongos B10.A ndo tratados produzem quantidades
maiores de IFN-y que os camundongos A/J, porém em ambas as linhagens o tratameno com
1MT leva a diminuicdo desta citocina. Os altos niveis de IFN-y justificam e explicam o maior
efeito da inibicdo da IDO, uma enzima IFN-y-dependente, em camundongos suscetiveis ao
inicio da doenca. Assim, observamos que nestes animais a inibi¢do de IDO ndo somente levou
a aumento da carga fungica mas restaurou a anergia de células T, possibilitando maior afluxo
celular para o pulmao. NO tempo de 8 semanas sdo os animais A/J que produzem mais IFN-y
e isto se reflete no controle da ativacdo de células T neste periodo por nds observado. J& na
analise das citocinas do perfil Th17 ndo encontramos diferengas na producdo de IL-17,
enquanto que para IL-23 a adicdo do inibidor de IDO levou a niveis maiores de sintese desta
citocina em camundongos B10.A e A/J. Segundo a literatura, IDO e as quinureninas, na sua
capacidade de induzir células Tregs e inibir Th17, contribuem de forma fundamental na
decisédo da linhagem celular de imunidade adaptativa contra infec¢des fangicas (ROMANI et
al, 2008). Em nosso trabalho, entretanto, ndo verificamos efeito marcante nas citocinas

envolvidas na imunidade Th17.

Quando analisamos a producdo de citocinas na oitava semana pés-infec¢do vimos que
a inibicdo de IDO ndo alterou os niveis da grande maioria de citocinas estudadas (IL-12,
TNF-a, IL-10, IL-4) em ambas as linhagens. J& a expressdo de citocinas TGF-f nos
camundongos B10.A assim como IL-6 e IL-17 nos camundongos A/J sofreram diminuigéo
nos seus niveis apds tratamento com 1MT, ou seja, a inibicdo da enzima IDO alterou citocinas
reguladoras das células do perfil Thl7 e Treg. Nossos dados, entretanto, ndo permitem
caracterizar quais subpopulacdes foram afetadas pelo tratamento com 1MT. O Unico achado
consistente foi a diminuicdo das células Treg na 2% semana pés-infeccdo de camundongos
suscetiveis e resistentes tratados com 1MT, mas este fato ndo pbde ser relacionado com as
citocinas medidas nos homogenatos pulmonares. Estudos com subpopulagdes celulares mais
purificadas poderdo trazer novos esclarecimentos sobre o efeito do 1MT na imunidade
adaptativa da PCM.

Células produtoras de IDO mostram resisténcia aos efeitos de IDO. Este fato é
explicado pela descoberta de que células IDO-competentes também expressam uma outra
enzima IFN-y-induzivel, a triptofanil-tRNA sintetase que gera uma fonte de triptofano IDO-
resistente para a sintese de proteinas (FLECKNER et al.,1995, TOLSTRUP et al.,1995).

Além disso, macrofagos tém sido recentemente descritos como possuidores de um sistema de
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transporte de alta afinidade para triptofano que pode permiti-los acessar o escasso triptofano
disponivel quando a atividade de IDO esta aumentada (SEYMOUR et al., 2006). O triptofano
disponibilizado pela inibicdo de IDO por 1MT nos camundongos infectados com
P.brasiliensis favoreceu o crescimento fungico, comprovado pelo ensaio de recuperacdo de
fungos viaveis por UFC.

Por sua vez, o inibidor de IDO, 1-metil-triptofano, poderia influenciar o metabolismo
em DCs de forma mais geral; LMT poderia inibir a atividade de IDO enquanto aumentaria o
transporte e atividade de enzimas envolvidas na formacdo de serotonina. Estudos recentes
indicam que IDO e o transportador de serotonina (SERT) séo reciprocamente regulados em
DCs por sinais derivados de células T; além disso, foi demonstrado que a serotonina atua
sobre DCs por diminuir sua secrecdo de IL-12 e TNF-o depois da matura¢ao por estimulo
com LPS (IDZKO et al., 2004; O’CONNELL et al., 2006). Este fato, contudo ndo poderia
explicar o estimulo antigénico induzido pela infeccdo com o P.brasiliensis, ja que para
camundongos resistentes ndo houve diferengas tanto na expressdo destas citocinas como de
NO, ap0os inibicdo de IDO por 1IMT e em camundongos suscetiveis a citocina IL-12 aumenta

sua expressdo ndo sendo, portanto regulados por serotonina.

O estudo das sub-populacdes de linfocitos infiltrantes de pulmdo de animais A/J e
B10.A, assim como o perfil fenotipico de macréfagos alveolares nos forneceu novos dados
sobre a funcdo da IDO na resisténcia e susceptibilidade genética ao P.brasiliensis. Na segunda
semana de infeccdo observamos um incremento no afluxo de linfécitos TCD4 e TCD8, nos
camundongos suscetiveis tratados com o inibidor de IDO, 1MT, apontando assim para uma
restauracdo da imunidade celular, tipico efeito da inibicdo da indolamina-2,3-dioxigenase. Em
contraste ha uma marcante diminui¢do nos marcadores de ativacao associados a células T-reg
(CD25, CTLA-4 e GITR) sugerindo uma acdo eficiente da imunidade TCD4 e TCD8 apds
inibicdo com 1MT (MELLOR et al., 2002). Por outro lado, observamos em linfocitos dos
animais B10.A tratados uma diminui¢do da expressdao da molécula CD62L, a selectina que
comanda a migracdo de linfécitos T naive para os linfonodos. Estes dados em conjunto
sugerem: aumento da expansdo e migracdo de linfocitos TCD4 e TCD8 para o sitio da
infeccdo e agdo eficiente devido a concomitante diminuicdo de células T reguladoras. Apesar
de claramente aumentada, a imunidade celular ndo foi capaz de controlar o crescimento de
P.brasiliensis na auséncia da acdo da IDO. Assim, neste ponto da doenca puderam ser
caracterizadas as duas funcgoes tipicas da IDO: o controle da carga parasitaria e a inibicdo da
inflamacdo mediada pela expansdo da imunidade T-dependente. A interrelacdo dos
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mecanismos IDO-mediados com a expansao da sub-populacdo Treg foi também sugerida em
nosso modelo (FALLARINO et al., 2006; ROMANI et al., 2006). O tratamento com 1MT
nos camundongos suscetiveis infectados com Pb diminuiu a frequéncia de macrdfagos
expressando moléculas de MHCII (1a¥) e poderiamos supor que houve maior migracio do
sitio de infeccéo para linfonodos drenantes, uma vez que a imunidade T mediada ampliou-se.
Esta possibilidade podera ser investigada posteriormente. Ja na oitava semana de infeccdo
encontramos um quadro em que a imunidade celular controlada por linfocitos TCD4 e TCD8
aparece em niveis ainda altos, refletida pelo maior afluxo celular, sem alteracGes de
marcadores de células Tregs (CTLA-4 e GITR). Este fato é coincidente com a carga flngica
que se iguala nos animais suscetiveis tratados e ndo tratados sugerindo que a imunidade
celular foi mantida neste tempo, mas devido a restauracdo da atividade da IDO e sob o
controle das células Treg que puderam ser expandidas. O controle da carga fangica neste
ponto pode entdo ser efetuado pela restauracdo da atividade IDO e pela concomitante agéo de
células T CD4 e TCD8 reguladas por células T regulatérias. Neste aspecto, o estudo da
histopatologia pulmonar de camundongos tratados e ndo tratados pelo 1IMT podera trazer
informac@es sobre a relacdo entre a sintese da IDO e a regulacdo dos processos inflamatérios

no sitio da infeccao.

Na segunda semana pés-infeccdo, nos experimentos com camundongos A/J, apesar
de maior carga fungica associada a deplecdo de IDO, a frequliéncia das células TCD4 e TCD8
infiltrantes dos pulmdes ndo se alterou. Ja na oitava semana foi observado um afluxo
consistente de células TCD4 com uma concomitante diminuicdo de CTLA-4 e GITR,
marcadores de ativacdo de células T e, em especial, Treg. Pode-se entdo sugerir que durante a
inibicdo de IDO houve expansdo de ceélulas TCD4 ativadas que expressavam tanto
marcadores de ativacdo (CD44) como de controle de ativacdo (CTLA-4) em maior frequéncia.
Este fato demonstra que em camundongos A/J a IDO nédo controla a expansdo de linfdcitos
Treg e TCD4 e TCD8 ao inicio da infeccdo (semana 2), ao passo que na oitava semana ocorre
um efeito tardio de IDO apenas sobre a expansao de células TCD4. As diferencas na ativacéo
dos macrdfagos, apesar de presentes, ndo foram marcantes. Houve uma diminuicdo dos
marcadores de ativacdo dos macréfagos (CD11b, CD11c, 1a¥) e isso poderia ser atribuido &
maior expansdo de células Treg, como sugerido pela maior expressdo de CTLA-4 por
linfdcitos infiltrantes de pulmé&o. Estudos adicionais poderéo resolver esta possibilidade. Isso,

aliado a auséncia de diferencas da producdo de citocinas e NO pelo tratamento com 1MT
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sugere que o aumento na carga fungica seja realmente mediado pela inibicdo da IDO das
células fagociticas.

Em conjunto, os resultados sobre a acdo de IDO no modelo de camundongos resistente
e suscetiveis a PCM sdo consistentes com aqueles previamente publicados (CANO et al.,
1995, 2000). Camundongos B10.A controlam a carga fungica ao inicio da infec¢do e
produzem niveis altos de IFN-y. Entretanto, logo ap6s a 1* semana de infec¢do ocorre a
anergia total da imunidade celular. Nossos dados atuais demonstram que o controle inicial da
carga fangica destes animais € ao menos parcialmente mediado pela IDO e que esta enzima
deve estar ativada pela produgdo precoce de IFN-y que ocorre in vivo. A IDO parece ser
também protagonista da inibicdo da imunidade adaptativa pois sua inibicdo restaura a
imunidade celular e permite o maior afluxo de células efetoras TCD4" e TCD8" para o sitio

primario da infeccéo.

Em camundongos A/J a produgéo de IFN-y ¢ menor e mais tardia, mas ja na segunda
semana poés-infeccdo a IDO controla a carga flngica pulmonar destes animais. A acao
supressora da IDO sobre linfocitos TCD4" ocorre, entretanto, somente na 82 semana pos-
infeccdo, e podemos supor que isso ocorra quando os niveis de IFN-y atingem valores mais

altos.

Outro dado interessante por nds observado foi a diminuicdo de linfocitos em apoptose
na 2% semana de infeccdo de animais B10.A e A/J tratados. Um dos efeitos da acdo da IDO é
na inducdo da apoptose de linfocitos (FALLARINO et al., 2003; LIU et al., 2007) e a sua
inibicdo levou a frequéncia diminuida de células em processo de morte programada nos
pulmdes dos animais infectados. Outro dado que deve ser valorizado foi a menor frequéncia
de células T reguladoras presentes nos pulmdes de camundongos B10.A e A/J ao terem a IDO
inibida. Este achado permite entender a maior expansdo e migracao de células efetoras para o
pulmdo de camundongos tratados, e estd de acordo com trabalhos da literatura que
demonstram que a a¢do da IDO induz a expansdo das células T reguladoras (BABAN et al.,
2009).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que a IDO € enzima importante nos mecanismos microbicidas
usados pelos hospedeiros para controlar o crescimento do P.brasiliensis. A acdo desta enzima
foi caracterizada em modelos in vivo e in vitro e mostrou-se diferente quando se utilizava
camundongos resistentes ou suscetiveis ao fungo. Observou-se uma agdo marcante da IDO ao
inicio da doenca de camundongos suscetiveis onde a enzima controla a carga fungica mas,
concomitantemente, induz anergia de células TCD4" e TCD8". Parte desta anergia pode ser
creditada a expansao de células Treg e aumento de linfocitos em apoptose.

Em camundongos resistentes a IDO controla a carga fungica inicial, porém, o seu
efeito supressor sobre linfécitos T é somente observado na 8% semana pos-infeccdo. Este
efeito tardio pode ser correlacionado a sintese mais tardia de IFN-y por camundongos
resistentes. Mesmo assim a IDO mostra exercer efeitos reguladores tanto da gravidade da
infeccdo como da imunidade celular de camundongos resistentes. Mais ainda, assim como em
camundongos suscetiveis, a IDO mostrou-se indutora de células Treg e linfécitos em apoptose

durante a imunidade desenvolvida por camundongos resistentes.

Nosso trabalho ndo pode explicar vérios aspectos da acdo da IDO na
paracoccidiodomicose experimental mas abriu novas perspectivas para o entendimento dos
mecanismos reguladores da imunidade e gravidade da doenca de hospedeiros infectados com

o P.brasiliensis.
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