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T Resume

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca cronica, granulomatosa,
causada pela inalagdo de propagulos aéreos do fungo Paracoccidioides brasiliensis.
As células T reguladoras CD4'CD25" (Treg) estdo presentes em lesbes pulmonares
de pacientes com PCM e podem estar envolvidas nos casos de recidivas,
comumente relacionadas a esta micose. Como a migracdo dessas células é
parcialmente dependente do receptor de quimiocina CCR4, avaliamos o papel deste
receptor durante a infeccdo por P. brasiliensis em camundongos C57BL/6 e
geneticamente deficientes de CCR4 (CCR4™). Os dados obtidos neste estudo
demonstraram que no dia 3 apds a infeccdo, camundongos CCR4” apresentam
aumento significativo (p<0,05) da migracdo de células CD11b" e CD11b'CD11c"
para os pulmdes, resultando em extensa lesdo inflamatéria, porém, reduzida
producdo de NOS2. Até a segunda semana apoOs a infeccdo os camundongos
CCR4™" s&o incapazes de controlar o crescimento e disseminacdo das leveduras,
apresentando maior taxa de mortalidade durante esse periodo. A auséncia de CCR4
prejudica a migracéo de linfocitos T para as lesfes, sendo que o numero de células
T CD4", CD8" e CD4"CD25" foi significativamente (p<0,05) diminuida e o nimero de
células Foxp3® no pulmio foi menor quando comparado com camundongos
selvagens. Apos a transferéncia adotiva de células T CD4°CD25" provenientes de
camundongos selvagens para CCR4™ ocorreu uma diminuicao significativa (p<0,05)
da quantidade de fungos nos pulmdes, enquanto que a transferéncia de células
CD4'CD25 n&o alterou significativamente o crescimento das leveduras. Em
conjunto os resultados revelam que CCR4 modula a migracdo e a funcéo supressora
das células T reguladoras CD4"CD25" controlando a sobrevivéncia do fungo dentro

dos granulomas.
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Y Wbreviaturas

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic and granulomatous disease
caused by the inhalation of conidia forms of Paracoccidioides brasiliensis.
CD4'CD25" regulatory T cells (Tregs) are present in the pulmonary lesions of PCM
patients, and can be involved with re-activation in this mycosis. As the migration of
Tregs to inflammatory sites is supposed to be in part dependent on the CCR4
chemokine receptor, we aimed to evaluate the role of this receptor during the P.
brasiliensis infection in C57BL/6 (WT) and CCR4 genetically deficient mice(CCR4™).
The results demonstrated that, in the day 3 after infection, CCR4” mice presented
significant (p<0,05) increase in CD11b" and CD11b'CD11c’ cell migration to the
lungs, resulting in extensive inflammatory damage, however, decreased NOS2
production . Until the second week after the infection, the CCR4™ mice are unable to
control the fungus growth and dissemination, presenting more death index during this
period. The absence of CCR4 prejudices migration of T lymphocytes, since the
number of CD4", CD8" e CD4°CD25" T cells was significantly decreased (p<0,05) in
CCR4" mice. Moreover, the presence of Foxp3* cells was lower in the absence of
this receptor. After the adoptive transference of CD4°CD25" T cells from WT to
CCR4™" mice there was a significant decrease in the fungi amount recovered from the
lungs. However, the adoptive transference of CD4°CD25 T cells did not alter the
growth of yeast cells. Overall, our data demonstrated that Tregs migrate, via CCR4,
to the site of P. brasiliensis infection, favoring the immunity against this fungus, and

prejudging their survival into the granulomas.
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A paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenca sistémica, de evolucao crénica
e granulomatosa, causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis. Historicamente,
o primeiro relato da PCM foi feito em 1908 pelo médico e cientista Adolpho Lutz apos
isolar e caracterizar o fungo das lesGes de pacientes. Depois, em 1912, Afonso
Splendore sugeriu 0 nome Zymonema brasiliense e, em 1930, Floriano de Almeida
distinguiu este agente do Coccidioides immitis, propondo o0 nome Paracoccidioides
brasiliensis. A doenca foi oficialmente nomeada como paracoccidioidomicose pela
Organizacao Mundial de Saude em 1971 (MARQUES, 1998).

A distribuicdo geografica do fungo P. brasiliensis esta diretamente relacionada
ao clima. Essa micose tem alta incidéncia em paises da América Latina como Brasil,
Colémbia, Venezuela, Equador e Argentina (LACAZ; RAMOS, 1956). A prevaléncia
da doenca pode chegar a 30 por 100.000 habitantes em areas endémicas (SIDRIM;
ROCHA, 2004). A PCM trata-se da oitava causa de morte dentre as doencas
infecciosas e parasitérias e, dentre as micoses sistémicas, apresenta-se com a mais
elevada taxa de mortalidade (1,45/milhdo de habitantes) sendo considerada
endémica em areas nao-metropolitanas, interioranas e rurais (COUTINHO, 2002).

A incidéncia desta doenca em criangas até 12 anos de idade € similar entre
0s dois sexos. ApOs a pré-adolescéncia, essa doenca se sobressai entre 0 sexo
masculino (562 homens/100 mulheres), principalmente na faixa etaria de 30 e 59
anos (COUTINHO, 2002). A presenca de receptores do hormdénio feminino (-
estradiol no citoplasma das formas de micélio e levedura de P. brasiliensis pode ser
capaz de inibir a transicdo da forma micelial para a de levedura, acarretando na
menor incidéncia da PCM em mulheres adultas em idade feértil (SALAZAR et al.,
1988). Por ser uma doenca que geralmente leva a formacdo de sequelas
anatbmicas, que apresenta diversos casos de recidivas, e por estar associada
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¥ Intwedugao

principalmente com o trabalhador agricola, essa micose tornou-se uma importante
doenca ocupacional e um grave problema social.

Seu agente etioldgico, P. brasiliensis, € um fungo termodimérfico e assexuado
que se reproduz por gemulacdo. A uma temperatura de 19-28°C, apresenta-se sob a
forma de micélio filamentoso e, a 33-37°C, é encontrado como col6nias de leveduras
(PARIS et al., 1985; SAN BLAS; SAN BLAS, 1985, 1994). A infeccdo do hospedeiro
humano ocorre mais comumente pela via respiratéria, quando propagulos aéreos do
fungo, presentes no ambiente, alcancam os bronquiolos terminais e alvéolos
pulmonares (DOMER et al., 1992; MONTENEGRO; FRANCO, 1994; RESTREPO et
al., 1986). Neste momento, a forma micelial sofre conversdo para a de levedura,
intracelular facultativa, como reflexo de um efeito adaptativo do microorganismo (DA
SILVA et al., 1994), uma vez que esta forma é capaz de sobreviver por longos
periodos no tecido do hospedeiro mamifero.

Habitos como tabagismo e alcoolismo s&o frequentemente associados a
doenca (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006), além disso, fatores hormonais, genéticos,
imunoldgicos e nutricionais estdo envolvidos no desenvolvimento da infeccdo e da
doenca em sua forma clinica (ALMEIDA et al.,, 2003). Uma vez adquirida, a
imunidade do hospedeiro contribuird para a extensdo e a gravidade da doenca
(RAMOS-E-SILVA, 2004). A viruléncia da cepa confere outro fator importante no
estabelecimento das manifestacdes clinicas desenvolvidas por cada individuo, visto
que os isolados de P. brasiliensis variam em viruléncia e sua habilidade infectante
influencia na relagdo parasito-hospedeiro, podendo afetar a sua persisténcia e,
consequentemente, os quadros clinicos da doenca (FRANCO et al., 1994; ZHANG et

al., 2007).
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Assim como em diversas doencas infecciosas e parasitarias, na PCM ocorre
uma dinamica interacdo entre o parasita e o hospedeiro, e nessa influéncia muatua,
ha o envolvimento das propriedades do agente infeccioso, que favorecem sua
implantacdo e ocasionam o comprometimento do hospedeiro, enquanto que por
outro lado, os mecanismos de defesa do hospedeiro se opdem a esses processos. A
viruléncia do agente infeccioso, envolvendo suas caracteristicas fisicas e quimicas, a
quantidade e o numero de contatos fungo-hospedeiro influenciam e exercem um
papel relevante nos eventos iniciais deste processo (PERACOLI; SOARES, 1992;
SAN BLAS, 1993).

Nessa interacdo, que leva a geracao de complexos fendmenos inflamatorios e
imunologicos, diferentes populacdes celulares estdo envolvidas e sdo ativadas no
sentido de desempenharem papel efetor direto contra o fungo ou de participarem
dos mecanismos imunoreguladores desencadeados apds o hospedeiro ser infectado
(PERACOLI; SOARES, 1992).

Embora haja, até entdo, poucos estudos epidemiolégicos sobre a PCM,
evidencia-se que a grande maioria dos individuos que vivem em areas endémicas
ndo desenvolve a doenca (BENARD, 2008). Alguns individuos desenvolvem uma
infeccdo pulmonar assintomética, localizada e benigna, enquanto outros podem
apresentar manifestacdes clinicas, dando origem a distintas formas da PCM, que
pode evoluir de uma maneira disseminada, progressiva ou mesmo fatal (RAMOS-E-
SILVA ; SARAIVA, 2008).

As manifestacdes clinicas da doenca causada por P. brasiliensis podem ser
provenientes de uma infec¢do primaria, da reativacao de focos quiescentes apds um
periodo de laténcia (reativacdo enddgena) ou de uma re-infeccdo exdgena, apods
prévia exposicdo ao agente infeccioso (MONTENEGRO; FRANCO, 1994). Em
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muitos casos, a doenca envolve primeiramente os pulmdes e, em seguida, pode
disseminar para outros 6rgéos através das vias hematogénica e linfatica. Pacientes
com doenca grave tém frequentemente poucos granulomas associados a um grande
namero de fungos viaveis nas lesfes (SHIKANAI-IASUDA et al., 2006; BRUMMER
et al.,, 1993).Uma vez estabelecida e, dependendo dos fatores relacionados ao
hospedeiro e ao fungo, a PCM pode regredir, com a destruicdo das leveduras, ou
progredir, com a formacgéo de focos quiescentes ou latentes (SAN BLAS; SAN BLAS,
1977; ROBLEDO et al., 1982). Ainda, pode ocorrer a evolugdo da doenca, com a
proliferacdo e disseminacdo do fungo e a formacdo de lesdes ativas associadas a
sintomas que sao agrupados em dois padrdes principais: forma aguda (incluindo a
subaguda) e cronica (FRANCO et al., 1987; MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

A forma aguda é também conhecida como tipo juvenil, pode atingir individuos
entre 3 a 30 anos de idade e é caracterizada por evolucdo rapida, com lesdes
disseminadas. A ineficacia da resposta imune celular, neste caso, permite a grande
proliferagdo do fungo, com necrose e supuracao das lesdes e ampliagdo progressiva
de Ulceras cutaneas e de mucosas. O acometimento pulmonar é raro, ocorrendo
apenas em 5-11% dos pacientes (FRANCO et al., 1987; MENDES, 1994; SIDRIM;
ROCHA, 2004). A forma aguda/subaguda da micose representa uma continuagéo da
infeccéo inicial, enquanto que a forma cronica seria consequéncia da reativacdo de
focos quiescentes do fungo (BENARD, 2008).

A forma crbnica da PCM ou tipo adulto acomete individuos com mais de 25
anos de idade e é caracterizada pelo comprometimento dos pulmfes e mucosa
orofaringeana, bem como das vias respiratorias. Neste caso, as lesdes sdo mais
localizadas e o processo inflamat6rio menor, porém, os granulomas podem estar
presentes em uma grande variedade de tecidos. Os pacientes com imunidade mais
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eficiente em eliminar o fungo geralmente apresentam doenca menos grave, com
lesbes localizadas, caracterizadas pela tendéncia a formacdo de granulomas
epitelidides bem definidos, menor numero de fungos e sequelas fibréticas (FRANCO
et al., 1993; MENDES, 1994; 1997).

A depresséo da resposta imune celular € comumente encontrada na PCM e,
em geral, correlacionada com a forma aguda e progressiva da doenca (BENARD et
al., 1996; 1997, CAMPANELLI et al.,, 2003; MOTA et al., 1985; OLIVEIRA et al.,
2002). Contudo, em ambas as formas, a resposta imune celular pode ser
insuficiente, resultando em alto indice de mortalidade na auséncia de terapia
(BRUMMER et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2002).

Apesar dos mecanismos relacionados com a permanéncia de P. brasiliensis
em forma quiescente no tecido do hospedeiro ndo serem conhecidos, é possivel que
os granulomas representem um reservatorio de leveduras viaveis. Paradoxalmente,
a auséncia de granulomas compactos guarda relacdo com doenca grave e
disseminada, uma vez que pacientes ou camundongos com resposta imune celular
inadequada, apresentam granulomas frouxos e um elevado numero de leveduras
viaveis nas lesdes (BENARD et al., 1997; BRUMMER, et al., 1993; MOREIRA et al.,
2006; SOUTO et al., 2000). Dessa forma, a resposta imune protetora contra P.
brasiliensis, além de contar com um correto recrutamento celular, também é
dependente do estado de organizacdo e ativacdo dessas células no sitio de
infeccéo.

Embora a PCM pulmonar normalmente n&o seja adquirida pela via
endovenosa, o inéculo de leveduras de P. brasiliensis em camundongos por essa via
permite que os pulmdes sejam afetados por uma quantidade padrdo de fungos
disseminados. O modelo experimental, portanto, € capaz de reproduzir as
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caracteristicas da forma pulmonar crénica da doenca em humanos, oferecendo as
vantagens de repeticAo e padronizacdo da quantidade de leveduras a serem
introduzidas no hospedeiro, favorecendo o estudo da formacdo de granulomas
(MOSCARDI-BACCHI; FRANCO, 1985).

O granuloma paracoccidididico € uma tipica resposta imune celular produzida
contra componentes de P. brasiliensis na tentativa de impedir a proliferacdo e
disseminagcdo do fungo (ROBLEDO et al.,, 1982). As células que participam deste
processo inflamatério sédo: neutrofilos, macréfagos, células epitelibides, células
gigantes, linfocitos e fibroblastos (DEFAVERI et al., 1989; KERR et al., 1988).

A defesa contra microorganismos € mediada, inicialmente, pelas reacdes da
imunidade inata e depois, pelas respostas da imunidade adaptativa. A imunidade
inata tem sido definida como a primeira fase da resposta imune e é baseada na pré-
existéncia de elementos do sistema imune que interagem diretamente com todos os
tipos de microorganismos, levando a sua destruicdo ou a inibicdo do seu
crescimento. A imunidade inata, que néo € especifica para um patégeno particular e
nao gera memoria especifica, € mediada por barreiras fisicas, elementos quimicos, e
componentes celulares do sistema imune. Varios elementos da imunidade inata
agem em conjunto para controlar o crescimento inicial do patégeno e tém profundo
efeito no desenvolvimento da resposta imune adaptativa (ABBAS; LICHTMAN,
2003).

Durante a infeccdo com P. brasiliensis, as primeiras células do hospedeiro a
entrar em contato com o fungo podem ser os macréfagos alveolares e as células
epiteliais alveolares. Embora as células epiteliais sirvam como uma barreira fisica
relativamente passiva a infeccdo, elas podem contribuir mais ativamente para a

sinalizacdo de eventos da resposta imune (MENDES-GIANNINI et al., 2008). A
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resposta pulmonar a infeccdo € mediada pela secrecdo de diversas proteinas
antimicrobianas pelo epitélio pulmonar e atividade fagocitica de macrofagos
alveolares residentes (CALISH et al., 2008).

Células fagociticas, constituintes da imunidade inata, a exemplo do que
ocorre na maioria das doencas infecciosas, estdo envolvidas na resposta imune
inata a P. brasiliensis. O fungo, seus componentes metabdlicos e somaticos, assim
como o0s constituintes de sua parede celular, sdo capazes de ativar o sistema
complemento e induzir a quimiotaxia de neutréfilos e macréfagos, participando da
imunidade inata durante a PCM (CALISH et al., 1979; CROTT et al., 1993; PINA et
al., 2006). De fato, tais células estdo presentes nos sitios inflamatorios durante
estagios iniciais da doenca, bem como nos granulomas desenvolvidos em humanos
e animais de experimentacdo (MONTENEGRO; FRANCO, 1994; GONZALES et al.,
2003).

As caracteristicas histopatolégicas iniciais da PCM em humanos ndo estdo
compreendidas completamente, mas alguns estudos in vivo tém demonstrado que,
macrofagos em contato com P. brasiliensis provavelmente iniciam a neutrofilia
extravascular pela liberacdo de peptideos quimiotéticos (CALISH et al., 1985). A
ampla infiltragdo de neutrofilos polimorfonucleares (PMN) no pulméo, na fase aguda
inicial da infeccdo com P. brasiliensis em camundongos, foi correlacionada com a
liberacdo de quimioatraentes para essas ceélulas (SOUTO et al., 2003). Dados
experimentais de Acorci e colaboradores (2009) demonstram que, em contraste com
outros microorganismos patogénicos que direcionam os fagoécitos a apoptose como
mecanismo de escape, o fungo P. brasiliensis pode estender o tempo de
sobrevivéncia de PMN humanos normais por induzir a producdo autdcrina de IL-8,

favorecendo a disseminacao fungica.



¥ Intwedugio

A atividade fungicida de leucdcitos PMN humanos e murinos € aumentada por
interferon (IFN)-y, fator estimulante de colénias de granulécitos e macrofagos (GM-
CSF) ou interleucina (IL)-1p (KURITA et al., 2000). No entanto, o fator de necrose
tumoral (TNF)-a produzido por macrofagos induz uma atividade anti-P. brasiliensis

mais eficaz que IFN-y (SOARES et al., 2001).

Dados obtidos de estudos clinicos de pacientes com PCM, assim como
estudos com animais de experimentacao, demonstram que, além de mecanismos da
imunidade inata, os da imunidade adquirida s&o importantes para o controle desta
infeccdo fungica (MUSSATI et al., 1994; PERACOLI, 2000).

A imunidade adaptativa apresenta especificidade a distintas moléculas e os
linfécitos possuem a habilidade em reconhecer e responder mais vigorosamente a
repetidas exposicfes aos antigenos do mesmo microorganismo. As respostas
iImunes adaptativas sdo mediadas pela imunidade humoral e a imunidade mediada
por células. A imunidade celular é desenvolvida pelos linfocitos T citotoxicos (CD8%)
e auxiliares (CD4"). As células T auxiliares (Th) apresentam as sub-populaces Thl
e Th2, associadas aos especiais fatores de transcricdo Thet e GATA3,
respectivamente, essenciais em regular a diferenciacdo desses subtipos celulares
(SZABO et al., 2000; ZHENG; FLAVELL, 1997). Ambos os subtipos celulares
apresentam distintos perfis de citocinas e fungdes no sistema imune. As citocinas de
padrdao Thl incluem IL-18, IL-12, IL-2 e IFN-y, e as de padrao Th2 incluem IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13. O balanco na expressdao dessas citocinas € importante na
diferenciacdo das respostas imunologicas contra 0s microorganismos (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). Um terceiro subtipo de células T auxiliares sdo as Thl7,
recentemente descobertas, que apresentam um particular potencial de produzir a

citocina IL-17, sendo consideradas distintas das células Thl e Th2. Essa sub-
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populacdo de células apresentam os fatores de transcricdo ROR (Retinoid-related
orphan receptor) yT e RORa que direcionam o desenvolvimento dessas células
(PARK et al., 2005; IVANOV et al., 2006).

Normalmente, um perfil Thl de resposta é prevalente nas fases iniciais da
doenca, posteriormente esse perfil é substituido por uma resposta do tipo Th2,
refletindo a ativacéo e diferenciacé@o de linfocitos B. Estudos classicos das respostas
imunes desenvolvidas em pacientes e em modelos experimentais com PCM
demonstram que o perfil de resposta Thl estd associado a uma forma assintomatica
ou branda da doenca, enquanto que o perfil Th2 participa de uma doenca mais
grave (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

Neste sentido, varios trabalhos demonstraram com énfase, a participacdo do
IFN-y e TNF-a nos processos de migracdo e ativacdo das células que conferem
protecdo a infeccdo pelo fungo (CALVI et al., 2003; CANO et al., 1998; SOUTO et
al., 2000). Camundongos tratados com anticorpo que inibe a a¢do do IFN-y ou ainda,
camundongos geneticamente deficientes para o gene do IFN-y, apresentam infeccéo
disseminada e sdo susceptiveis a paracoccidioidomicose (CANO et al.,, 1998;
SOUTO, et al., 2000). Esta citocina ativa macréfagos e polimorfonucleares, os quais
passam a produzir reativos intermediarios do nitrogénio e oxigénio, metabdlitos
importantes para a atividade microbicida dessas células (GONZALEZ et al., 2000).
Essas, quando ativadas, exercem um papel protetor na paracoccidioidomicose,
podendo fagocitar e destruir intracelularmente o fungo (MELONI-BRUNERI et al.,
1996; PINA et al., 2006).

IFN-y também esta relacionado com a inducdo do aumento da producgéo de
outras citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias como TNF-a, CCL2, CCL5, CXCLS9,

CXCL10, além de induzir aumento da expressao da molécula de adeséao intercelular-
10
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1 (ICAM-1), favorecendo a migracdo de linfécitos e macréfagos e a formacéo e
manutenc¢ao dos granulomas (SOUTO et al., 2003; MOREIRA et al., 2006).

Além da reacdo pro-inflamatéria, a interacdo persistente do fungo com o
sistema imune do hospedeiro resulta, frequentemente, na producao de citocinas de
padrdao Th2, no sentido de modular reacdes inflamatérias exacerbadas e danos
teciduais. Como consequéncia, a resposta imune local pode ser suprimida e os
granulomas incapazes de controlar o crescimento do fungo, aumentando a
susceptibilidade a doenca. Assim, alguns pacientes com forma disseminada da
PCM, apresentam altos niveis de citocinas IL-4, IL-5, IL-10, fator transformador de
crescimento (TGF-B) assim como a producdo de anticorpos, IgE e I1gG4,
acompanhado de baixos niveis de IFN-y (BENARD et al., 2001; BAIDA et al.,1999;
MAMONI et al., 2002; 2005; OLIVEIRA et al., 2002). Ainda mais interessante,
pacientes frequentemente apresentam depressdo da resposta proliferativa de seus
linfécitos quando estimulados com mitdgenos ou com antigenos, incluindo antigenos
provindos de P. brasiliensis (BENARD et al., 1996; 1997; CAMPANELLI et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2002).

A inibicdo da producao de citocinas pro-inflamatérias e, consequentemente, a
inducdo de citocinas com atividade supressora, como IL-10 e TGF-3, fornecem
sinais reguladores para muitos processos celulares, como inibicdo da aderéncia e
ativacdo de macrofagos, supressdo da producdo de H,O, (HO; MOORE, 1994;
MOORE et al., 1993; TSUNAWAKI et al., 1988), inibicdo da expressao da enzima
oxido nitrico sintase (NOS2) e intermediarios reativos do nitrogénio (BOUTARD et
al., 1995; GAZZINELLI et al., 1992). De fato, essas citocinas encontram-se no tecido
cutaneo de lesdes induzidas por P. brasiliensis e em células mononucleares do

sangue periférico (PBMC) de pacientes infectados (BENARD et al.,, 2001;
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CAMPANELLI et al., 2003; NEWORAL et al., 2003; MAMONI et al., 2005; OLIVEIRA
et al., 2002; PAGLIARI; SOTTO, 2003; PARISE-FORTES et alL., 2006). TGF-[3, além
de inibir a proliferacdo e diferenciacéo de células T e B, a ativacdo de macréfagos e
a atividade citotoxica de células NK (BARRAL-NETTO et al., 1992), esta envolvida
com ativacado dos processos de fibrose e reparo tecidual (NISHIKAKU; BURGER,
2003).

Além da producéo de citocinas antiinflamatorias, outros mecanismos também
foram correlacionados com a depressao da resposta imune celular do hospedeiro
durante a PCM, tais como: a alta producédo de Oxido nitrico (BOCCA et al., 1998;
NASCIMENTO et al., 2002; SOUTO et al., 2000), baixa sintese de IL-2 (DEFAVERI
et al., 1992), aumento da sinalizacado inibitoria via antigeno 4 de linfécitos T citotoxico
(CTLA-4), assim como o aumento da apoptose celular (CACERE et al., 2002;
CAMPANELLI et al., 2003). No entanto, os mecanismos que delineiam a
manutencgao da laténcia das leveduras ou o desenvolvimento da forma disseminada
da doenca séo ainda incompreendidos e certamente diversos subtipos celulares ou
padrdes moleculares devem estar envolvidos nesse processo. E evidente, entio,
que sua elucidacdo poderia favorecer a compreensdo da evolucdo da PCM e
promoveria uma maior possibilidade de intervencéo terapéutica.

O sistema imune deve trabalhar de modo sincronizado para manter a
homeostase imune, portanto, esse sistema estd constantemente sujeito a
mecanismos reguladores. Além da tolerancia central, varios mecanismos operam na
periferia para prevenir respostas inflamatorias excessivas a antigenos proprios e
estranhos. Varios subtipos supressores de células T tém sido caracterizados,
incluindo: (a) células T reguladoras naturais CD4*CD25"9"Foxp3" (nTregs), que
originam-se diretamente do timo e tém a habilidade de suprimir respostas de ambas

12
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células T CD4'CD25 e CD8'CD25 de modo dependente de contato e inespecifico
ao antigeno (TODA; PICCIRILLO, 2006); (b) T reguladoras do tipo 1 (Trl)
CD4*CD25Foxp3™ produtoras de IL-10, que originam-se na periferia onde ocorre o
reconhecimento do antigeno, em um microambiente tolerogénico, através de um
processo dependente de IL-10 (GROUX et al., 1997), (c) células Th3 produtoras de
TGF-B (CHEN et al., 1994); (d) células T CD8" supressoras (POMIE et al., 2008); e
(e) células T natural killer (NKT) (EBATA et al., 2006).

Dentre essas populacbes, as células Tregs CD4'CD25" tém sido
extensivamente estudadas nos ultimos anos. Essas subpopulagdes de linfécitos sdo
capazes de regular a resposta imune, de tal forma que a eliminagéo ou inativagéo
destas células resulta no desenvolvimento de doengas auto-imunes, tais como
gastrites, diabetes mellitus dependente de insulina, colites e artrites (ITOH et al.,
1999; SAKAGUCHI et al., 1995; 2001; SHEVACH, 2000; 2002). Essas células
também estdo presentes em tecidos inflamados, tumores, ou em sitios infectados
por patogenos (BELKAID et al., 2002; HONTSU et al., 2004; HORI et al., 2003;
SUFFIA et al., 2005). Embora células T supressoras induzidas in vivo por antigenos
de P. brasiliensis tenham sido descritas pela primeira vez na década de 80
(JIMENEZ-FINKEL; MURHY, 1988), apenas recentemente Cavassani e
colaboradores (2006) demonstraram que células T CD4'CD25", com caracteristicas
fenotipicas e funcionais idénticas as células Tregs, estdo presentes em lesdes e
sangue periférico de pacientes com paracoccioidomicose. Tal trabalho relata, pela
primeira vez, que tais células estdo envolvidas nos mecanismos responsaveis pela
regulacdo e manutencgéo da infeccdo cronica por P. brasiliensis. De fato, as células
Tregs estdo presentes em diversos sitios de infecgbes crénicas, como ha
leishmaniose humana (CAMPANELLI et al., 2006) e experimental (BELKAID et al.,
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2002; JI et al., 2005), na infeccdo por Schistosoma mansoni (BAUMGART et al.,
2006; HESSE et al., 2004; MCKEE; PEARCE, 2004;), por Plasmodium falciparum
(WALTHER et al., 2005), em diversas infec¢gbes bacterianas e virais, causadas por
Helicobacter pylori (RAGHAVAN et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis (GUYOT-
REVOL et al., 2006), HIV (ANDERSSON et al., 2005), na hepatite C (BOYER et al.,
2004) ou em infecc¢des fungicas experimentais por Candida sp (MONTAGNOLI et al.,
2002).

Além da expressao constitutiva da cadeia a do receptor de IL-2 (CD25), as
células Treg sdo caracterizadas por apresentarem o seguinte fenétipo: CD25"9",
GITR*, CD62L", CD103*, CD45Rb"" (BAECHER-ALLEN et al., 2001; FEHERVARI;
SAKAGUCHI, 2004). A identificacao do fator de transcricdo forkhead box P3 (Foxp3)
especifico a essa linhagem celular determina seu fendtipo supressor (YAGI et al.,
2004). O antigeno 4 de linfocitos T citotoxico (CTLA-4), ou CD152, € também
expresso constitutivamente nesta populacao celular, e promove a interacéo das Treg
com células apresentadoras de antigenos (APCs) através de receptores, CD80
(B7.1) ou CD86 (B7.2), presentes em sua superficie celular. Atualmente, diversos
trabalhos demonstram que as células dendriticas (DC) sdo APCs essenciais ha
inducdo de Treg na periferia. Em contrapartida, células T reguladoras sédo capazes
de inibir a maturacdo das APCs, diminuindo o desenvolvimento de uma resposta
imune efetora (CEDERBOM et al., 2000; MIN et al., 2003).

Cavassani e colaboradores (2006) demonstraram que, além da expresséao de
moléculas que caracterizam as células Tregs CD4"CD25" naturais, tais como CTLA-
4, GITR, CD45RO0, Foxp3 e TGF-B ancorado & membrana, as células T CD4'CD25"
presentes nas lesdes dos pacientes com PCM também co-expressam receptores

envolvidos com a migracdo e retencdo das mesmas aos sitios periféricos como
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CD103, observado na infec¢cdo por Leishmania major e Schistossoma mansoni
(SUFFIA et al., 2005; BAUMGART et al., 2006). Além dessas moléculas, as células
T CD4'CD25" expressam os receptores de quimiocinas, CCR4 e CCRS5, os quais
estdo envolvidos com o recrutamento das Tregs em tumores (CURIEL et al., 2004),
na tolerancia aos aloenxertos (LEE et al., 2005), no lavado broncoalveolar de
pacientes com sarcoidose (MIYARA et al., 2006) e nos sitios de inflamacédo em
modelo da doenca aguda enxerto versus hospedeiro (WYSOCKI et al., 2005).

A migracdo dos linfocitos da corrente sanguinea para os o6rgéos linfoides
secundarios, ou sitios inflamados, depende necessariamente do reconhecimento de
uma rede de quimiocinas. Estudos in vivo sugerem que os perfis de expressao de
receptores de quimiocinas sdo mais complexos e flexiveis do que sugeriram estudos
de polarizacéo in vitro. As populacdes de células Thl e Th2 distinguem-se quanto a
producdo de citocinas, mas também quanto a expressdo de receptores de
quimiocinas. A expressao de CXCR3, CCR2 e CCR5 é observada principalmente em
células Thl (QIN et al., 1998; BONECCHI et al., 1998; LOETSCHER et al., 1998),
enquanto CCR3, CCR4, CCR8 e CRTH2 s&o detectados entre as células T CD4" da
linhagem Th2 (SALLUSTO et al., 1997; IMAI et al., 1999; D’AMBROSIO et al., 1998;
NAGATA et al., 1999).

Células Tregs expressam uma variedade de receptores de quimiocinas que
permitem a entrada dessas células em tecidos especificos. Além do mais, uma
expressao diferencial de receptores de migragdo garante uma imunossupressao por
guiar as Tregs para tecidos onde elas sao requeridas. Muitas Tregs residentes nos
orgéos periféricos expressam os receptores CCR4 e CCR8. Essas células tém o
potencial de entrar em sitios inflamatdrios na pele e no pulmao (SOLER et al., 2006;

HIRAHARA et al., 2006).
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De fato, a migracdo das Tregs foi descrita como sendo dependente da
producdo das quimiocinas CCL22 e/ou CCL17 (IELLEN et al., 2001; CURIEL et al.,
2004; LEE et al., 2005) e a presenca dessas nas lesfes induzidas por P. brasiliensis
sugere seu envolvimento na migracdo das células T CD4'CD25"CCR4" em direcéo
as lesdes causadas pelo fungo. Tais observagdes permitem inferir que a secrecéo
de tais ligantes seja proveniente de macréfagos e DC presentes no infiltrado das
lesGes granulomatosas assim como ocorre no microambiente tumoral (CURIEL et
al., 2004). Perros e colaboradores (2009) demonstraram que as DC s&o a principal
fonte das quimiocinas ligantes de CCR4 em modelo de asma, essenciais no
recrutamento de células Th2 e inducéo da inflamacéo das vias aéreas.

Além das quimiocinas CCL22 e CCL17, CCL5 também foi detectada no tecido
cutaneo das lesdes de pacientes com PCM (CAMPANELLI, 2003), a qual interage
com o receptor CCR5, altamente expresso nas células T CD4'CD25" presentes nas
lesbes de pacientes com PCM, reforcando a suposicdo de que o ligante deste
receptor (CCL5) também contribui para a migragédo das Tregs durante a infeccéo por
P. brasiliensis. De fato, no modelo experimental da PCM, resultados do nosso
laboratério tém revelado que animais deficientes de CCR5 séo capazes de inibir o
crescimento flingico como consequéncia de um menor nimero de Tregs CD4"CD25"
recrutadas ao pulmao (MOREIRA et al., 2008).

Apos infeccao intratraqueal com leveduras da cepa virulenta de P. brasiliensis
(Pb18), células T CD4'CD25" migram rapidamente para o pulm&o de camundongos
C57BL/6. Tal migracdo é dependente parcialmente da expressdo do receptor de
guimiocina CCR5, uma vez que camundongos geneticamente deficientes de CCR5
(CCR5") apresentam significante reducdo na migracdo das mesmas para 0S
granulomas formados no pulméao, bem como reduzida quantidade de leveduras
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viaveis no pulméo, baco e figado quando comparados aos animais selvagens.
Assim, esta evidéncia sugere a hipétese de que a auséncia de célula T CD4"'CD25"
no pulmédo de camundongos CCR5” leva ao controle mais efetivo do patégeno,
impedindo seu crescimento e disseminacédo para tecidos extrapulmonares. Podemos
inferir que células T reguladoras migram para o sitio de infeccdo com P. brasiliensis
com o intuito de controlar a magnitude da resposta de células efetoras contra o
fungo e, como consequéncia, podem levar a manutencéo do P. brasiliensis no tecido
do hospedeiro (MOREIRA et al., 2008).

Zhang e colaboradores (2009) demonstraram que as células Treg migram do
sangue para o sitio de inflamacdo onde elas sdo essenciais para a supressao da
imunidade. Este processo é dependente dos receptores de quimiocinas CCR2,
CCR4, CCR5 e dos ligantes P- e E-selectina. No sitio de inflamacao, essas Tregs
sao ativadas e, subsequentemente, migram para os linfonodos de modo dependente
de CCR2, CCR5 e CCRY.

CCR4 é um receptor de alta afinidade para CCL17 e CCL22 (SALLUSTO et
al., 1998), encontrado em DCs, macrofagos, células NK, plaguetas e basofilos
(GODISKA et al., 1997; BOEHLEN; CLEMETSON, 2001; NESS et al., 2006), além
de ser conhecido por sua expressdo em ceélulas T. Este receptor possui papel chave
na migracdo celular, na interacdo célula-célula, bem como na regulagédo de vérias
respostas imunes (HADDELAND et al., 2007). A expressdo aumentada de CCR4 e
seus ligantes est4 associada com a patogénese de varias doencas, incluindo fibrose
pulmonar (INOUE et al.,, 2004), pneumonia eosinofilica (KATOH et al., 2003),
inflamacé@o hepatica (YONEYAMA et al., 1998), desenvolvimento de granulomas
(FREEMAN et al., 2006) e diabetes (KIM et al., 2002). CCR4 ou seus ligantes tém

sido associados a um perfil Th2 de resposta imune, importante no desenvolvimento
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da asma pulmonar e na dermatite atopica (PANINA-BORDIGNON et al.,, 2001;
NOURI-ARIA et al., 2002).

Além disso, estudos demonstraram que uma eficiente polarizacdo tipo Thl e
um aumento nas respostas de células T antigeno-especificas podem ser alcancados
via estratégias que preferencialmente depletam células que expressam CCR4
(BAATAR, et al., 2007). Contrario a isso, a delecdo génica de CCR4 néo influenciou
em um modelo murino de inflamacdo das vias aéreas, dependente do perfil Th2,
induzida por OVA (CHVATCHKO et al., 2000).

Em uma analise detalhada de células T do sangue periférico humano, a
expressdo de CCR4 foi detectada em células T CD4" de memobria, com
caracteristicas tanto Thl quanto Th2 (ANDREW et al., 2001). Ja foi demonstrado,
também, que os ligantes especificos de CCR4, CCL17 e CCL22, podem induzir a
migrac&o de células Thl e Th2 in vitro (LIEBERAM; FORSTER, 1999; SCHANIEL et
al., 1999). O papel do receptor CCR4 foi analisado em modelos bem definidos de
granulomas pulmonares mediados por células Thl (induzidos por Mycobacteria) e
Th2 (induzidos por Schistosoma). A comparacao entre os modelos indica que CCR4
participa em ambas as respostas granulomatosas (Thl e Th2), e sugere que 0
estabelecimento da formagédo do granuloma pulmonar Thl requer a interacdo de
células T CCR4" e células apresentadoras de antigenos, para sustentar uma
resposta Thl efetora e de memoaria a antigenos de Mycobacteria (FREEMAN et al.,
2006). Logo, esse receptor de quimiocinas nao € restrito a um perfil Th2 de resposta
imune.

A expressdo de CCR4 em células T reguladoras é considerada um importante
determinante na migracdo dessas células para sitios inflamatérios (IELLEM et al.,

2001; ISHIDA et al., 2006; SATHER et al., 2007). Além disso, um elegante trabalho
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demonstrou que CCR4 caracteriza dois subtipos fenotipicamente distintos de Tregs
(Tregs CCR4" e Tregs CCR4), que parecem ter diferentes propriedades funcionais e
de migracdo (BAATAR, et al., 2007). De forma interessante, camundongos com
auséncia de CCR4 nas células Treg apresentam infiltrados linfocitarios e
desenvolvem doenca inflamatoria grave na pele e pulm&o, acompanhado por
linfadenopatia periférica e aumentada diferenciacdo de células TCD4'Foxp3™ com
tropismo a pele. Por outro lado, a auséncia de CCR4 prejudica gravemente o
acumulo de células Tregs ou TCD4" efetoras nas vias aéreas pulmonares, mesmo
com a expressdo constitutiva de seu ligante CCL17 nas células epiteliais dos
brénquios e APCs pulmonares CD11c". Além disso, a expressido de CCL17 e CCL22
é fortemente regulada neste 6rgdo durante a inflamacéo pulmonar (SATHER et al.,
2007).

Com uma atencdo especial para a relacido entre células Treg CD4'CD25" e
CCR4, Yagi e colaboradores (2004) reportaram que células T CD4'CD25 naive
humanas, transduzidas com Foxp3, aumentaram a expressdo de CCR4 e adquiriram
funcBes supressoras de células Treg CD4'CD25". Essa observagdo indica uma
significante relacdo entre Foxp3 e CCR4. Outro dado importante € que a expressao
natural de Foxp3 em células Tregs CD4"CD25" ocorre principalmente na populacdo
CD4*CD25""CCR4*, mas ndo na populacdo CD4*CD25""CCR4™ (ISHIDA; UEDA,
2006).

A compreensédo dos fatores que contribuem para a migracdo das Tregs
durante a infeccéo por P. brasiliensis pode ser uma ferramenta atil no controle da
doenca. A presenca do receptor de quimiocinas CCR4 é importante durante a
migracdo e atuacdo de células Tregs CD4'CD25" na supressdo do processo
inflamatdrio durante a PCM. E consideravel, entdo, que o entendimento da atuagéo
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do receptor CCR4 nas infecgbes por P. brasiliensis pode auxiliar no desenvolvimento
de novos estudos para o controle da doenca, tendo essa molécula como alvo
terapéutico. Desse modo, avaliamos o papel do receptor de quimiocinas CCR4

durante a infec¢éo experimental induzida por P. brasiliensis.
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Objetive




T Gbjetive

Avaliar a participacao do receptor de quimiocinas CCR4 na migracao celular e
a consequente formacao de granuloma no local da lesdo experimental causada pelo

fungo Paracoccidioides brasiliensis.
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1. Cultura de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis

As leveduras da amostra 18 (Pb18) foram cultivadas em meio BHI-agar por 7

dias a temperatura média de 36°C.
1.1. Meio BHI (Brain Heart Infusion)-Agar

Para recuperacao das leveduras foram adicionados 35 g de BHI e 18 g de
Agar (Oxoid Basingstoke, Hampshire, England) em um litro de agua destilada. O
meio foi autoclavado por 15 minutos/121°C. Apés esfriamento até aproximadamente
50°C, foram adicionados gentamicina (100 pg/mL), 50 ml de soro bovino fetal (Gibco
BRL, Life Technologies, Inc.) e 50 ml de sobrenadante filtrado de cultura da cepa
265 de P. brasiliensis (cepa néo virulenta). O meio foi, em seguida, distribuido em

placas estéreis descartaveis.

2. Preparo das leveduras para indculo

Apbs o periodo de cultura, as colbénias de fungo foram transferidas para um
tubo de 50 mL contendo tampdéo fosfato estéril (PBS, pH 7,2). Os grumos foram
separados atraves de agulha de calibre semelhante a utilizada para infeccdo (29 G),
e a suspensdo centrifugada a 400 g com PBS estéril. A suspensao fungica foi
ressuspendida em PBS estéril e as leveduras contadas em camara de Neubauer. A
concentracdo de células flingicas foi ajustada para 1x10’ leveduras / mL em PBS
estéril, sendo que 100 ul dessa solucdo foram inoculados em cada animal pela via

endovenosa.
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3. Viabilidade das leveduras

Para determinar a viabilidade das células fungicas, 100 pl da suspenséo de
fungos em PBS foram incubados por 15 minutos em estufa de CO, 5%, a 37°C, com
100 pl de diacetato de fluoresceina (2 pg/ml) e 100 pl de brometo de etidio (50
mg/ml) e a contagem de leveduras viaveis determinada através da analise da
fluorescéncia das células marcadas, utilizando-se microscopio de fluorescéncia. As
células fangicas tém a propriedade de acumular fluoresceina (fluocromasia)
enquanto o brometo de etidio penetra rapidamente em células danificadas, ligando-
se ao DNA por intercalacdo, formando um complexo vermelho fluorescente com o
material nuclear da célula. Desse modo, uma boa viabilidade foi considerada quando

mais de 90% das leveduras eram FITC positivas.

4. Animais experimentais e infec¢ao por Pb18

Foram utilizados camundongos isogénicos machos C57BL/6 e geneticamente
deficientes de CCR4 (CCR4™), adultos, com 6-7 semanas de idade. Todos os
animais foram mantidos, segundo as recomendac6es da CETEA (Comiss&o de Etica
em Experimentacdo Animal), no biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Camundongos com
mutacdo alvo no gene CCR4 foram obtidos dos laboratérios Tularik, Inc. Two
Corporate (San Francisco, CA United States). A infeccdo dos animais foi feita pela
via endovenosa com 1x10° leveduras viaveis de Pb18, e os experimentos realizados
utilizando 3 a 4 camundongos por grupo. Todos o0s experimentos foram
desenvolvidos de acordo com protocolo aprovado pela CETEA da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, FMRP-USP (processo 153/2007).
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5. Andlise da sobrevida dos animais infectados por Pbl 8

Observamos a sobrevida de camundongos C57BL/6 e CCR4™ infectados pela
via endovenosa com 1x10° leveduras da cepa Pb18. Foram utilizados 12 animais por
grupo. Um prazo maximo de observacdo de 100 dias foi estabelecido. Os animais
que sobreviveram ap0s o0 periodo do experimento foram eutanasiados por

deslocamento cervical.

6. Recuperacdo de fungos vidveis e contagem de unidade s formadoras de

colbnias (UFC)

Camundongos infectados por P. brasiliensis foram eutanasiados nos dias 0, 3,
7, 30 e 60 apds a infeccdo. Os fragmentos de pulmdo, figado e baco foram
assepticamente colhidos, pesados, e homogenizados em 1 ml PBS estéril com
auxilio de um triturador de tecidos (IKA®-Werke; Deutschland, Germany). Apds esse
procedimento, 50 pyl do macerado foram diluidos em 450 ul de PBS estéril e, em
seguida, 100 yl da amostra foram semeados em placas de Petri contendo meio BHI-
agar enriguecido com 5% de soro fetal bovino e 5% de filtrado de cultura de P.
brasiliensis da cepa 265. As placas foram mantidas por um periodo de 7 dias a
temperatura de 36°C e entdo a avaliacdo da recuperacdo de fungos viaveis foi
determinada através da contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) e os

valores foram expressos por grama de tecido.

7. Obtencdo do sobrenadante do homogenado do pulmdo pa ra ensaio

imunoenzimatico (ELISA) para citocinas

Fragmentos de pulmao foram coletados em tubos criogénicos contendo 1 ml

de PBS estéril e 1,6 mM de inibidor de proteases Complete (Roche, Cat. 11 734 334
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001). Em seguida, os orgaos foram lisados por homogeneizacdo com triturador
mecanico (IKA®-Werke). Apds centrifugacdo a 1600 g a 4°C por 10 minutos, 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C, até o momento, para

dosagem de citocinas por ELISA.

8. Dosagem de citocinas por ELISA ( Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)

Placas de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizadas, recobrindo-as com
tampdo de ligagdo contendo o anticorpo de captura (diluido conforme
recomendacdes dos fabricantes). As placas foram incubadas por aproximadamente
15 horas a 4°C e lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20. Os sitios
ndo especificos foram blogueados com 100 pl/ poco de tampdo de bloqueio
especifico a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas como
descrito acima. Os padrdes de citocinas foram diluidos em tampao de bloqueio.
Diluicdes dos padrbes (curva padrdo) e das amostras foram adicionadas aos pocos,
seguindo-se incubacdo a temperatura ambiente. As placas foram lavadas
novamente e, em seguida, adicionou-se anticorpos de deteccéo biotinilados, diluidos
segundo orientacdes dos fabricantes nos respectivos tampdes de bloqueio. Apos
lavagem foram adicionados em cada poc¢o solucdo contendo substrato e cromogeno
da peroxidase, Tetra-methyl-benzidine (TMB, KPL, Gaithersburg, MA, USA).
Esperou-se o desenvolvimento de cor por 15 minutos, quando a reacdao foi finalizada
pela adicdo de H,SO,4 1N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA eMax (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA), medindo-se a densidade 6ptica por poco, em 450

nm. A deteccado e quantificacdo foram avaliadas segundo a curva padréo obtida.
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9. Extracdo de RNA para deteccdo de mRNA para fat ores de transcricao,

guimiocinas e receptor de quimiocinas

Os menores l6bulos pulmonares de camundongos C57BL/6 e CCR4”
infectados ou ndo com leveduras de P. brasiliensis foram obtidos e armazenados em
Trizol® (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) a -70C até o momento da
extracdo de RNA total. Utilizando uma haste de trituracdo autoclavada e tratada com
DEPC (dimetil pirocarbonato), o tecido foi homegeneizado em 1 ml de Trizol e, a
mistura, adicionou-se 200 pl de cloroférmio e a submeteu a centrifugacdo a 12000 g
por 15 minutos a 4C. A fase aquosa contendo o RNA foi cuidadosamente coletada
e transferida para outro tubo com 350 pl de etanol 70%. Para a purificacdo do RNA,
utilizou-se o RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Bio-Sciences). A
mistura foi pipetada sobre uma coluna contendo uma membrana de silica acoplada a
um tubo coletor, e centrifugada a 8000 g por 1 minuto a temperatura ambiente. O
procedimento foi repetido até que todo o liquido obtido no tubo coletor fosse
descartado. Removeu-se o sal da membrana com a adicdo de MDB (Membrane
Desaltin Buffer) e posterior centrifugagdo a 11000 g por 1 minuto. O liquido
centrifugado foi descartado do tubo coletor. Preparou-se uma mistura de DNase e 95
pl desta foram aplicados diretamente sobre o centro da membrana e incubou-se por
15 minutos a temperatura ambiente. A DNase foi inativada com a adicdo do tampéao
RA2 a coluna e posterior centrifugacao por 1 minuto a 11000 g, e a membrana foi
lavada com o tampdo RA3 com a centrifugacédo por 2 minutos a 11000 g. Trocou-se
os tubos coletores por tubos identificados com os dados das amostras e 0 RNA
altamente puro foi eluido em agua livre de RNase através da adicao de 100 pl desta
sobre a membrana de silica e centrifugacdo a 11000 g por 1 minuto. O RNA das

amostras foi armazenado a -70<T até a confec¢cdo do cDNA.
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9.1. Quantificacdo de RNA

Para a quantificacdo foram diluidos 2 pl de RNA em 198 pul de agua Milli-Q
estéril. O RNA foi quantificado por leitura em espectrofotbmetro a 260 nm de
absorbéancia. O aparelho foi zerado com agua destilada estéril a cada nova leitura. A
concentracdo de RNA foi determinada pela formula [RNA]=Aze0 X 40 (co-fator) x fator

de diluicdo da amostra (100) = pg/pl.

9.2. Sintese de cDNA

Para obtenc&o do cDNA foram adicionados, mantendo-se o tubo em gelo, 0,5
pg/pl de Oligo (dT)2 a 50 pM, 2 pg de RNA da amostra e completou-se a mistura
para 13,5 pl com agua Milli-Q estéril. Essa mistura foi aquecida a 70C por 5 m inutos
e incubada em gelo. Durante a incubacéo foram adicionados, em outro tubo, 4,0 pl
de tampé&o Improm Il Buffer (5x) (Promega), 2,5 pl de MgCl; a 25 mM, 4 pl de dNTPs
a 25 mM e 1 ul da enzima Improm Il. Apds a incubacdo do cDNA em gelo,
adicionou-se 11,5 pl do mix as amostras e incubou-se a mistura a 42<C por 1 hora
em termociclador. Posteriormente, a mistura foi diluida em 175 pl de agua Milli-Q

estéril e armazenada a -20C até o uso.

9.3. Deteccdo de mRNA de fatores de transcricdo, quimioc  inas e seu
receptor por R eal Time-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase em

tempo r eal)

Os mRNAs do receptor de quimiocinas CCR4, seus ligantes CCL17 e CCL22,
os fatores de transcricdo GATA3, Thet, Foxp3 e RORYT, e o controle GAPDH foram
analisados por Real Time-PCR. As sequéncias dos primers estdo sumarizadas na

tabela I.
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A 5 pl de cDNA de cada amostra adicionou-se 6,5 pl de Platinum® SYBR®
Green gPCR (Invitrogen), 0,5ul dos primers (sense/anti-sense) (Tabela ) e 2,5 ul de
agua Milli-Q estéril. O material foi incubado a 50C por 2 minutos, submetido a
desnaturacdo a 95C por 2 minutos, 40 ciclos de repeticdo de 95T por 15

segundos, 58T para anelamento por 30 segundos e 72 C por 30 segundos.

Tabela |. Sequé ncia de primers utilizados em Real Time- PCR

Gene Sequéncia (sense) Sequé ncia (anti -sense)
CCR4 CGATTC CAAAGATGA ATG CCA TCC CCA AAT GCC TTG ATACC
CCL17 GAAGTCCCTGTTCCCTTTTTT | TGT GTT CGC CTG TAG TGC ATA
CCL22 ATG GTG CCAATG TGG AAG A TAA ACG TGA TGG CAG AGG GT
GATAS3 AGG AGT CTC CAAGTG TGC GAA | TTG GAATGC AGACAC CACCT
Thet CTTCTCTGTTTGGCTGGC T CCCCTG TCC AGT CAG TAACTT
Foxp3 ACAACCTGAGCCTGCACAAGT | GCCCACCTTTTCTTGGTTTTG
RORYT TGG AAG ATGTGG ACTTCGTTT TGG TTC CCC AAG TTC AGG AT
GAPDH TGC AGT GGC AAA GTG GAG AT | CGT GAG TGG AGT CAT ACT GGA

Todos os genes foram amplificados observando-se a curva exponencial de
amplificacdo. A validacdo do método foi realizada através de analise de regressao,
sendo estabelecido o coeficiente de amplificacdo. Foi empregado o método de
quantificacdo relativa de mRNA utilizando-se o gene da GAPDH como controle.
Foram obtidos os valores de ACt para cada uma das amostras avaliadas de acordo
com a seguinte formula:

ACt = Ct gene interesse = Ct gene controle (cappH), ONde Ct (threshold Cycle) trata-se do ciclo
onde a deteccdo da fluorescéncia ultrapassa o nivel basal. Assim, quanto menor o

valor de ACt maior a expressédo do gene de interesse em relacdo ao gene controle.
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Calculou-se, entédo, a expressdao do mRNA amostral relativa ao grupo controle de
animais C57BL/6 ndo infectados, através da férmula: Expresséo relativa = 24T,

sendo que AACT = ACT animal infectado = ACT grupo controle-

10. Analise histopatoldgica das lesdes

Fragmentos de pulméao, baco e figado foram coletados nos dias 0, 3, 7, 15, 30
e 60 apos a infecgdo, fixados em formol tamponado e, apds 48 horas, desidratados
e diafanizados em concentracdes crescentes de alcool e xilol. Entdo, os 6rgdos
foram incluidos em blocos de parafina e cortes de 5 um de espessura foram obtidos
com o auxilio de um micrétomo. Os cortes foram dispostos em laminas e incubados
a 60°C para fixacdo. Em seguida foram lavados em xilol para retirar o excesso de
parafina e hidratados com concentra¢des decrescentes de alcool (do absoluto ao
alcool 80%). Os cortes foram entdo corados com hematoxilina e eosina (HE),
desidratados com concentracdes crescentes de &lcool (de 80% ao absoluto),
lavados com xilol e, as laminas, montadas com Balsamo do Canada (Vetec Quimica,

Rio de Janeiro, Brasil) e cobertas com laminula.

11. Analise morfométrica dos granulomas

Com o intuito de avaliar a area de inflamacdo presente nos tecidos, cortes
histoldgicos de pulmdo de camundongos do grupo selvagem e CCR4™” foram
corados previamente com HE e analisados em microscépio optico comum acoplado
a uma camara digital e a um sistema de computagcdo que possui 0 programa
HLIMAGE++97 Aplication Western Vision Software L.C. Calculamos a morfometria

da area inflamada pela é&rea total das secc¢des pulmonares avaliadas. Foram
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observados os maiores I6bulos pulmonares de 3 camundongos por grupo em 6 a 8

distintos campos por lamina.

12.  Imuno- histoquimica (IH)

O método para analise imuno-histoquimica da expressao de CCL17, CCL22,
NOS2, IL-10, Foxp3, CCR4 e CD4 no pulmédo de camundongos infectados por P.
brasiliensis foi o da imunoperoxidase, por meio da avidina-biotina-peroxidase. A
analise foi realizada em cortes de 5 um de pulméao congelado em meio OCT (Sakura
Finetek Inc., Torance, CA), os quais foram provenientes de camundongos selvagens
ou CCR4" em diferentes dias apds a infeccdo. A reacdo iniciou-se com a fixacdo
dos cortes em acetona 100% por 10 minutos a —20C. A peroxidase enddgena do
tecido foi bloqueada através da incubacéo dos cortes com agua oxigenada a 3% em
PBS, por 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS e incubados
com 3% de leite desnatado (Nestle, SP, Brasil) por 30 minutos a fim de se obter o
bloqueio das ligacdes protéicas inespecificas. Os cortes foram finalmente incubados
com anticorpos primarios em camara umida, a temperatura ambiente por 1 hora e,
em seguida, mantidos a 4°C até o dia seguinte. Foram utilizados os anticorpos 1gG
anti-CCL17, anti-CCL22, anti-NOS2, anti-IL-10, anti-Foxp3, (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido 100 vezes em 0,01% de saponina
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para a analise das marcacdes intracelulares, e anti-
CCRA4, anti-CD4 para marcac0des de superficie.

ApoOs esse periodo, as laminas foram lavadas e incubadas por 45 minutos a
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios biotinilados provenientes da
Vector Laboratories. Apos novas lavagens, foi adicionado o complexo avidina-biotina

peroxidase (Vector Laboratories) por 45 minutos, a temperatura ambiente.
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Decorridos os minutos de incubacéo, os cortes foram lavados com PBS e procedeu-
se a revelacdo da reacdo através do substrato revelador diaminobenzidina DAB
(Vector Laboratories). As reacdes foram interrompidas com agua, as laminas contra-
coradas com Hematoxilina de Mayer por 20 segundos e, entdo, montadas com

Balsamo do Canada (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, Brasil).

13. Obtencao de leucécitos dos pulmbes

Os pulmées foram fragmentados e incubados durante 1 hora a 37°C em
RPMI-1640, adicionados de 50 pg/ml da enzima liberase CI (Boehringer Ingelheim
Chemicals, Inc. Petersburg, VA) para a digestdo do tecido. Apos esse periodo, 0s
fragmentos foram macerados e passados atraves de poros de 50 um para obtencéo
de células. A suspensao celular foi centrifugada a 400 g a 4°C por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e, ao homogenado de células, adicionou-se 1 mL de
tampao de lise. Ap6s 1 minuto, as células foram lavadas com 10 mL de PBS,
centrifugadas nas mesmas condicbes anteriores e ressuspendidas em PBS.
Aliguotas celulares foram diluidas 100x em azul de Tripan e a contagem de
leucécitos efetuada em camara de Neubauer. Em seguida, distribuiu-se 1x10°

células por tubo de analise.

14. Citometria de fluxo para analise da expressdo de mo  léculas de superficie

A analise da expressdo de marcadores de superficie, no intuito de caracterizar
a populacédo de linfocitos T e mondcitos foi realizada em células recuperadas do
pulmao (3° 7° e 30° dia de infeccdo) de camundongos infectados por P. brasiliensis.
Foi caracterizada a expressédo das seguintes moléculas: CD3, CD8, CD4, CD25,

CTLA-4, CD103, GITR, FOXP3, CD11c, CD11b, MHC-II, CD86 e NK. Em geral, as
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células foram incubadas com 0,5 ug de anticorpo monoclonal anti-CD16/CD32 (Fc
block), bloqueador da por¢cédo Fc de imunoglobulinas, por 45 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 0,5 pg por 10° células de anticorpos
monoclonais conjugados a FITC, PE, PerCP, APC, APC-Cy7 e PE-Cy7 (todos
obtidos da BD Pharmingen, San Jose, Ca USA) por 30 minutos a 4C. As marcacdes
intracelulares foram efetuadas através da incubacdo das células com anticorpos
diluidos em PBS contendo 0,01% de saponina. ApOs a incubacdo, as amostras
foram lavadas com PBS, sendo centrifugadas a 400 g por 10 minutos e
ressuspendidas em PBS contendo 1% de formaldeido. ApGs estes procedimentos,
as amostras foram adquiridas em BD FACS Canto™Il (BD Biosciences, San Jose,
CA) . As analises foram feitas usando o programa FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland,
OR) o qual permite analisar todas as células adquiridas (100000 por amostra de
pulm&o total) baseado em parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou

fluorescéncia.

15. Transferéncia adotiva de linfécitos T

Células totais obtidas do baco de um camundongo C57BL/6 infectado por P.
brasiliensis (dia 7 apés a infec¢do) foram lavadas em PBS gelado acrescido de 0,5%
de BSA e 3 mM de EDTA e a sub-populagéo de células T CD4" separada utilizando
um kit comercial proveniente da Miltenyi Biotec (Auburn, CA). Resumidamente, as
células foram primeiramente marcadas com um coquetel de anticorpos monoclonais
biotinilados especificos para camundongos: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56,
CD123, TCRyd e, subsequentemente a suspenséao celular foi incubada com micro-
beads cobertas com biotina. Apdés 15 minutos de incubacgdo, as células foram

lavadas, 300 g por 10 minutos a 4°C e, a populacdo CD4 foi separada
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magneticamente por MACS®-sorting através da selecdo negativa em colunas
adequadas ao numero de células.

Em uma segunda etapa, as células T CD4" previamente selecionadas foram
diretamente marcadas com micro-beads cobertas com anticorpos anti-CD25 e entao
foram obtidas as sub-populacbes de interesse. As células T CD4'CD25 foram
selecionadas positivamente através da separacdo com colunas MACS® adequadas
ao numero de células. As células T CD4'CD25" retidas na coluna magnética, foram
lavadas da coluna, com o auxilio de um émbolo, e transferidas para um tubo coletor.
Separadamente, 1x10° células T CD4'CD25 e CD4'CD25" foram transferidas, pela
via intravenosa, para grupos distintos de camundongos CCR4". Logo em seguida,
os animais foram infectados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis. Camundongos
selvagens e deficientes de CCR4 que ndo receberam a transferéncia celular foram

usados como controles.

16. Andlise estatistica

As diferencas observadas entre os camundongos do grupo selvagem e
geneticamente deficiente de CCR4, infectados ou nédo, foram analisadas aplicando-
se o teste ANOVA seguido de multipla comparagédo segundo o método de Bonferroni
(GraphPad Prism, GraphPad Software, San Diego, Ca, USA). Os valores foram
expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Todos os valores foram

considerados significativos quando p<0,05.
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*  Resultades

1. Validacédo do modelo de camundongos deficientesde C  CR4

Até o momento, sabe-se que o receptor de quimiocinas CCR4 encontra-se
presente em distintos subtipos celulares, como DC, macrofagos, células T CD4",
CD8" e T reguladoras, desempenhando uma importante funcio no recrutamento
dessas células para o sitio de infeccdo ao qual se dirigem. Confirmar a auséncia
desse receptor no modelo a ser utilizado no trabalho assegura-nos eficacia nos
estudos propostos. Assim, verificamos a expressdo de mRNA de CCR4 no tecido
pulmonar de camundongos C57BL/6 e CCR4™ n&o infectados e com 7 dias ap6s a
infeccdo por P. brasiliensis. A expressao do mRNA do receptor de quimiocinas no
pulmdo dos animais foi quantificada e comparada em relacdo ao grupo de
camundongos controle (C57BL/6 nao infectado) através da técnica de Real Time-
PCR. A expressdo do mRNA do receptor de quimiocinas foi aumentada apos a
infeccdo com P. brasiliensis nos animais C57BL/6, e, como esperado, foi positiva e
significativamente maior quando comparada aos camundongos deficientes de CCR4
(Figura 1A). Com o mesmo objetivo, avaliamos, também, a expressdo desse
receptor in situ, através da técnica de imuno-histoquimica no pulméo de
camundongos C57BL/6 e CCR4™ apés 7 dias de infeccdo. A anélise de seccdes de
tecidos marcados com anticorpo anti-CCR4 demonstrou a presenca de células

CCR4" somente no sitio inflamatdrio de camundongo C57BL/6 (Figura 1B) .
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Figura 1. Expressdo do receptor de quimiocinas CCR4 no sitio de infeccdo causada por P.
brasiliensis. Obteve-se 0 MRNA do pulméo de camundongos C57BL/6 e CCR4" nos dias0e 7 apos
infeccdo endovenosa com 1x10° formas leveduriformes de Pb18 e avaliou-se a expressao relativa do
receptor de quimiocinas CCR4 em relacdo ao grupo de animais do tipo selvagem nao infectados (A).
Seccdes de l6bulos pulmonares de camundongos C57BL/6 (B) e CCR4-/- (C) com 7 dias de infeccao
foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica para verificar a expressédo de CCR4 em regides
inflamadas do tecido (Aumento de 400x). Nota-se imunorreatividade positiva em marrom. Método de

deteccdo: Avidina Biotina-Peroxidase. Revelacéo: diaminobenzidina (DAB).
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2. A expressdo dos ligantes de CCR4, CCL17 e CCL22, nao € alterada em

camundongos CCR4 ™

Uma vez que a resposta imune celular € um importante mecanismo de defesa
do hospedeiro contra P. brasiliensis e o receptor de quimiocina CCR4 esta
intimamente relacionado com o recrutamento de diferentes tipos de células para os
tecidos periféricos, analisamos inicialmente a expressdo desse receptor e seus
ligantes no tecido pulmonar de animais C57BL/6 e CCR4™ nos dias 0, 7 e 30 apds
infeccdo pelo fungo. A expressdo do mRNA das quimiocinas CCL17 e CCL22
(Figura 2A), foi avaliada, por Real Time-PCR, nos pulmbes de camundongos
normais e geneticamente modificados. Observamos expressdes similares de mRNA
das quimiocinas em ambas as linhagens de camundongos, e um aumento na
expressdo de mMRNA das quimiocinas apdés a infeccdo por P. brasiliensis.
Semelhante expressdo das quimiocinas também foi observada, por imuno-
histoquimica, no pulmdo de ambas as linhagens de camundongos infectados
(Figura 2B e C), sugerindo que a interagdo entre essas quimiocinas e seu receptor
pode estar envolvida com a migracéo e a retencéo das células CCR4" no interior do

granuloma.
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Figura 2. Expressdo das quimiocinas e expresséao relativa do mRNA de CCL17 e CCL22 no
tecido pulmonar de camundongos infectados . Obteve-se 0 mRNA do pulm&o de camundongos
C57BL/6 e CCR4™ apos 0, 7 e 30 dias apos infeccdo endovenosa com 1x10° formas leveduriformes
de Pb18 e avaliou-se a expressao relativa do mRNA das quimiocinas CCL17 e CCL22 por Real Time-
PCR em relacdo aos animais nao infectados do tipo selvagem (A). Seccdes de I6bulos pulmonares
dos mesmos animais com 7 dias de infeccao foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica para
verificar a expresséo de CCL17 (B) e CCL22 (C) em regides inflamadas do tecido. (Barra 50 um).
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3. Camundongos CCR4 7 sdo mais susceptiveis a infeccdo por P.

brasiliensis durante a fase inicial da PCM

Para avaliar a susceptibilidade dos camundongos deficientes do receptor de
quimiocinas CCR4 a infeccdo pelo fungo P. brasiliensis, inoculamos por via
endovenosa os animais CCR4” e CCR4"* (C57BL/6) com 1x10° leveduras da cepa
Pb18, altamente virulenta. Os animais foram acompanhados, diariamente, durante
100 dias e a taxa de sobrevivéncia foi expressa. Verificamos que 55% dos
camundongos CCR4” morreram até a segunda semana de infeccdo, enquanto que
37% dos animais normais morreram a partir da sexta semana de infec¢ao (Figura
3), sugerindo que o receptor CCR4 é importante para a sobrevida de camundongos

em uma etapa inicial da infeccao por P. brasiliensis.

Sobrevivéncia (%)

20- -0- C57BL/6
] -8~ CCR4™

o

; I I I I
0 5 10 15 40 60 80 100
Dias apos infeccao

Figura 3. O receptor de quimiocinas CCR4 é necessario para a resist éncia contra a infeccao
experimental por P. brasiliensis. Camundongos selvagens (C57BL/6) e geneticamente deficientes
de CCR4 (CCR4"') foram infectados endovenosamente com 1x10° formas leveduriformes de Pb18. O

tempo de sobrevida dos animais foi avaliado por 100 dias.
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4. Camundongos CCR4 7~ apresentam maior susceptibilidade & infeccdo por

P. brasiliensis

Para determinar a proliferacio de P. brasiliensis, infectamos
endovenosamente camundongos C57BL/6 e CCR4” com 1x10° leveduras de P.
brasiliensis e, apés 3, 7, 30 e 60 dias, os camundongos foram sacrificados para a
obtencdo de fragmentos de pulméo, figado e baco. A recuperacdo fangica dos
orgaos foi avaliada pela contagem do numero de colbnias de leveduras que
cresceram sobre o0 meio de cultura BHI-agar. Corroborando com os dados obtidos
na avaliagcdo da mortalidade dos animais infectados, observamos um maior nimero
de unidades formadoras de coldnias (UFC) recuperadas dos trés érgdos CCR4™
avaliados (p<0,05) até a primeira semana de infeccdo (Figura 4). ApOs esse
periodo, a contagem de UFC foi semelhante entre ambos os grupos de animais,
porém, o figado dos animais CCR4™" apresentou menos UFC no dia 30 apds a
infeccdo. Aos 60 dias apos a infeccdo, observamos uma consideravel queda no
namero de leveduras recuperadas dos 6rgaos dos animais normais e dos deficientes

de CCR4, indicando resolucéo da infecgao.

42



*  Resultades

3000
3 Cc57BL6
B Ccrs4”

20004 x

10004

UFC/g pulmé&o (10 3)

300

N
o
9

[
o
o

1
¥

UFCl/g figado (10 )

EDNWbSO
o35

300

2004 ;
100-
501
404
304
204
104

0 I'-'|_ — N
3 7 30 60

Dias apos infec¢éo

UFC/g baco (10 3)

: apresentam maior susceptibilidade no inicio da infe ccéo por P.

Figura 4. Camundongos CCR4 -
brasiliensis. As unidades formadoras de coldnia (UFC) recuperadas de fragmentos do pulméo,
figado e baco de camundongos C57BL/6 e CCR4™ foram determinadas nos dias 3, 7, 30 e 60 apds a
infeccdo por P. brasiliensis. As barras representam a média + SEM de UFC de trés a quatro
camundongos. Resultados similares foram encontrados em dois experimentos independentes.

*p<0,05 em comparagédo a UFC de camundongos selvagens no mesmo periodo de infeccao.

43



*  Resultades

5. CCR4 nao é essencial para o0 desenvolvimento inflamatorio durante a

infeccdo por P. brasiliensis

Com o intuito de avaliar o processo inflamatério desenvolvido no pulméo dos
animais infectados, assim como as lesfes causadas nos tecidos, I6bulos pulmonares
foram coletados de camundongos C57BL/6 e CCR4™ nos dias 3, 7 e 30 apds a
infeccdio por 1x10° leveduras de P. brasiliensis, e obtivemos seccdes de 5 um dos
orgaos, as quais foram coradas com HE. Os pulmdes de ambas as linhagens
apresentaram, nos dias 3 e 7 apés a infeccdo, abundante infiltrado celular (Figura
5A, B, C e D). Observamos lesdes granulomatosas pulmonares, com limite definido,
no dia 30 apos a infeccdo (Figura 4E e F) . Em ambas as linhagens houve evolucao
na organizacao celular e no tamanho do granuloma, com focos de consolidacdo do
parénquima pulmonar conforme a progressao da doenca.

A area inflamada dos pulmdes foi mensurada por morfometria, comparada a
area total da seccdo de tecido e, posteriormente, calculamos o indice de lesdo
(Figura 5G). Observamos que as linhagens de camundongos C57BL/6 e CCR4™

desenvolveram semelhante leséo inflamatoria apos infec¢ao por P. brasiliensis.
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Figura 5. Fotomicrografias e morfometria do  desenvolvimento de lesdo pulmonar induzida por

P. brasiliensis. Fragmentos de pulmdo de camundongos C57BL/6 (A, C e E) e CCR4” (B, D e F)
foram obtidos aos 3 (A, B), 7 (C, D) e 30 (E, F) dias apés a infeccao, fixados em formalina,
parafinados e seccdes de 5 um foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para andlise do
processo inflamatério e evolucdo da formacdo do granuloma. Média das areas inflamadas medidas

por analise morfométrica em secg¢fes de tecido coradas com HE (Barra 50 pm) (G).
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6. A auséncia de CCR4 induz menor expressdo do fator d e transcricao

Foxp3 no pulméo de camundongos infectados com P. brasiliensis

Para verificar se a deficiéncia de CCR4 influenciaria na expressao génica de
fatores de transcricdo apos a infecgéo por P. brasiliensis, obtivemos, ap6s 0, 7 e 30
dias, os menores l6bulos pulmonares de camundongos C57BL/6 e CCR4"
infectados endovenosamente com 1x10° leveduras vidveis de Pb18. Os l6bulos
foram mantidos congelados em Trizol® até a extracdo do RNA que foi realizada
utilizando-se RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Bio-Sciences).

Ao compararmos a quantificacdo de mRNA obtidas dos l6bulos pulmonares
de camundongos infectados e nao infectados, notamos semelhante expresséo
relativa de mMRNA de GATA3, Thet e RORyYT entre ambos o0s grupos de
camundongos C57BL/6 e CCR4™ infectados. Contudo, camundongos deficientes de
CCR4 apresentaram menor expressao relativa de mRNA de Foxp3 apos 7 dias de
infeccdo, comparados ao grupo de camundongos do tipo selvagem no mesmo
periodo de infeccdo. Aos 30 dias apds a infeccdo, a expressdo de Foxp3 foi
diminuida em ambas as linhagens de camundongos, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos. Dentre os fatores de transcricdo analisados, podemos
observar, graficamente, que o Foxp3 teve um aumento superior aos demais fatores,

guando comparados aos animais nao infectados do tipo selvagem (Figura 6 ).
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Figura 6. Diferencial e xpressdo de mRNA de Foxp3 no pulmdo de camundongos C57BL/6 e
CCR4" infectados por P. brasiliensis. A expressdo de GATAS, Tbet, Foxp3 e RORYT foi avaliada
por Real Time-PCR a partir de fragmentos de pulm&o de camundongos C57BL/6 e CCR4" obtidos
aos 0, 7 e 30 dias ap6s a infecgdo com Pb18. Os resultados apresentam a expressao dos fatores de
transcricdo nos periodos apés a infecgdo em relagcdo ao grupo controle de animais C57BL/6 néo

infectados. *p<0.05 em relacdo aos camundongos do tipo selvagem.
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7. CCR4, no dia 3 apo6s a infeccdo, modula negativamente a migracao

celular durante a resposta imune inata contra P. brasiliensis

Para caracterizar o perfil celular da imunidade inata encontrado no pulméo de
camundongos C57BL/6 e CCR4 ", analisamos, por citometria de fluxo, o fenétipo das
células recuperadas do pulméo desses animais nos periodos de 0, 3, 7 e 30 dias
apos a infeccdo. As populagcbes foram primeiramente selecionadas de acordo com
os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), para determinar a
populacdo de mondcitos, e, posteriormente, analisadas quanto a expressao das
moléculas de superficie CD11b*, para caracterizar macréfagos; CD11c’ CD11b",
para caracterizar a presenca de células dendriticas; NK* para células natural killer
(NK), e GR1", para neutrofilos.

Os resultados mostram que os camundongos CCR4™ apresentam uma maior
migracéo (p<0,05) de macrofagos e células dendriticas (Figura 7A), no dia 3 apos a
infeccdo. Porém, esse aumento ndo é significativo no dia 7 apos a infecgédo. Nota-se,
que ha um aumento de macréfagos de 3 para 7 dias ap0s a infeccdo em ambos os
grupos infectados, e, no mesmo periodo, ha uma consideravel diminuicdo de células
CD11¢c'CD11b"CCR4 em relagdo as CD11¢c'CD11b"CCR4", cuja quantidade n&o é
alterada de 3 para 7 dias apds a infeccdo. Aos 30 dias, todas as populacdes de
macréfagos e células dendriticas avaliadas retornam aos niveis basais, nao
apresentando diferenca entre os grupos.

A migracdo de células Gr1* e NK* foi semelhante entre ambas as linhagens
de camundongos apo0s a infecgdo, sendo consideravelmente aumentada uma
semana apos a infeccdo (Figura 7B) . Em conjunto, os resultados sugerem que, na
paracoccidioidomicose, CCR4 participa da modulagdo negativa da migracdo de

macrofagos e células dendriticas no inicio da infecgéo.
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Figura 7. CCR4 modula negativamente a migragdo de macrofagos e células dendriticas  contra
P. brasiliensis aos 3 dias apés a infeccdo. O numero de células CD11b", CD11c" e CD11b'CD11c”
(A) foram determinadas por citometria de fluxo nos dias 0, 3, 7 e 30 ap6s a infeccaio, e células NK* e
GR1" (B) nos dias 0, 7 e 30 pela mesma técnica. As barras representam a média + SEM da
porcentagem de células recuperadas de trés animais. Resultados similares foram obtidos em dois

experimentos independentes. * p< 0,05 em compara¢ao aos camundongos selvagens.
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8. Papel do CCR4 na sintese de 0Oxido nitrico na infecg 8o por P. brasiliensis

Uma vez que a enzima Oxido nitrico sintase (NOS2) € um importante
componente produzido pelos leucdcitos na inducdo da morte das leveduras,
verificamos, por imuno-histoquimica, a presenca dessa enzima no tecido pulmonar
dos camundongos C57BL/6 e CCR4" nos periodos de 3, 7 e 30 dias apds a
infeccdo. De forma interessante, os resultados mostraram que NOS2 é induzida em
grande quantidade no tecido de camundongos C57BL/6 no inicio da infeccdo
(Figura 8A e B) enquanto que, na auséncia de CCR4, poucas marcacdes positivas
foram observadas (Figura 8D e F). Em periodo mais tardio (30 dias), ndo se observa
diferenca na expresséo de NOS2 no pulméo de ambas as linhagens avaliadas.

Assim, podemos concluir que, embora a migragdo celular durante o periodo
inicial de infeccdo por P. brasiliensis seja independente de CCR4, a ativacao integral
dessas células no sitio de infeccdo, medida através da expressdo de NOS2, é

dependente da presenca desse receptor.
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Expressdaoode NOS2

Figura 8. Papel do CCR4 na sintese de éxido nitrico na infe  ccdo por P. brasiliensis. Lébulos
pulmonares de camundongos C57BL/6 (A, B e C) e CCR4" (D, E e F) infectados por P. brasiliensis
foram obtidos nos dias 3 (A e D), 7 (B e E) e 30 (C e F) ap6s a inoculagéo do fungo. Os lébulos foram
congelados e secg¢bes de 5 um do tecido foram obtidos de ambos os camundongos e analisadas por
imuno-histoquimica para a deteccdo da presenca de NOS2. Nota-se imunorreatividade positiva em
marrom. Método de deteccdo: Avidina Biotina-Peroxidase. Revelacdo: diaminobenzidina (DAB).
(Barra 100 um).
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9. CCR4 controla positivamente a migracdo de linfécito s T durante a

infeccdo por P. brasiliensis

No sentido de compreender os mecanismos celulares envolvidos com a
menor capacidade dos camundongos CCR4™ de induzir a morte de leveduras de P.
brasiliensis, avaliamos o desenvolvimento da resposta imune celular em
camundongos selvagens e geneticamente deficientes de CCR4. Uma vez que os
camundongos CCR4" apresentam maior nimero de leveduras viaveis nas lesdes,
em hipotese, a presenca de células CCR4" deve contribuir para o controle da
doenca e impedir a sobrevivéncia do fungo no tecido do hospedeiro no inicio da
infeccdo. Sabendo que o receptor de quimiocinas CCR4 estad envolvido com a
migracdo de diversos subtipos celulares, tanto da imunidade inata, quanto da
adaptativa, dentre eles células T, principalmente Th2 e T reguladoras, resolvemos
avaliar o perfil de linfocitos nos camundongos deficientes de CCR4.

As células pulmonares de camundongos C57BL/6 e CCR4” infectados ou n&o
por P. brasiliensis foram analisadas, por citometria de fluxo, quanto ao fendtipo
relacionado a populacéo de linfécitos B e linfocitos T nos dias 0, 7 e 30 apds a
infeccdo. As populacdes foram selecionadas de acordo com o0s parametros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e analisadas quanto a expressao das
moléculas de superficie CD19, CD3, CD4 e CD8. Os resultados demonstram que
camundongos CCR4" apresentam maior niimero de células T CD3*, T CD3" CD4" e
T CD3" CD8" (p<0,05), em relagdo ao grupo selvagem n&o infectado. Apds a
infeccdo, os camundongos deficientes de CCR4 apresentam significativamente
menor quantidade de células T CD3" CD4" e T CD3" CD8" no sitio inflamatério aos 7
dias (Figura 9A). Porém, aos 30 dias apés a infeccdo, ha similar migracdo de

células T CD3" CD4" e T CD3" CD8" entre os grupos. Quanto as células B (CD19%),
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nota-se um consideravel e similar aumento dessas células no dia 30 apds a infec¢ao
em ambos os grupos de camundongos (Figura 9B) .

Para comprovar a participacdo de CCR4 na migracéo de células T CD4" para
as lesbes granulomatosas, foram analisadas a presenca dessas células no pulméo
de camundongos selvagens e CCR4™ nos dias 7 e 30 de infecco através de imuno-
histoquimica. Confirmando os resultados observados por citometria de fluxo, pode-
se observar menor recrutamento das células T CD4" para as lesdes granulomatosas
dos camundongos CCR4"" em relagéo aos C57BL/6 (Figura 9 C e D) no dia 7 apds a
infeccdo, enquanto similar expressdo desse marcador foi observada no tecido

pulmonar de ambos os grupos analisados apés 30 dias de infecgéo (Figura 9E e F) .
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Figura 9. CCR4 medeia a migracdo de linfécitos T para o tecido pulmonar no inicio da infeccao

por P. brasiliensis. O nimero de células B CD19" e T CD3", CD4" e CD8" (A) foi determinado por
citometria de fluxo nos dias 0, 7 e 30 ap6s a infeccdo. As barras representam a média + SEM da
porcentagem de células recuperadas de trés animais. Resultados similares foram obtidos em dois
experimentos independentes. * p< 0,05 em comparacdo aos camundongos selvagens. Secc¢des
pulmonares dos mesmos camundongos foram fixadas em acetona e a expressdo de CD4 aos 7 (A e
B) e 30 (C e D) ap0s a infeccéo foi determinada por imuno-histoquimica. A diaminobenzidina (DAB)
foi usada como o substrato peroxidase para gerar uma marcag¢do marrom e o tecido foi contra-corado

com hematoxilina. (Barra 50um).
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10. Caracterizacéo fenotipica das células T CD4 *CD25" presentes no pulméao
de camundongos infectados por  P. brasiliensis

Sabendo-se que a expressdo de CD4'CD25" ndo se limita & populacéo de
células Tregs e ndo exclui a possibilidade de pertencerem a populacéo de células T
ativadas, avaliamos a expressdo de moléculas caracteristicas de células Tregs
naturais. Analisamos, entdo, a presenca de células T CD4'CD25" com perfil
regulador, que co-expressam as moléculas GITR, CTLA-4 e CD103 na superficie
celular, e o fator de transcricdo Foxp3 intracelularmente, no pulmdo de animais
C57BL/6 e CCR4" nao infectados e com 7 e 30 dias de infeccdo. Observamos,
também, um ndmero significativamente menor de células T CD4"CD25" com perfil
de células T reguladoras no pulméo de camundongos CCR4™ nos dias 7 e 30 apds
a infeccao por P. brasiliensis (Figura 10A) .

Embora a expressdo de Foxp3 néo se restrinja a populacdo de Tregs
CD4'CD25" naturais, sua expressao é alta quando comparada com a observada nas
células T CD4'CD25 (FOTENOTE; RUDENSKY, 2005). Uma vez tendo detectado a
presenca de células T CD4'CD25'Foxp3® nas lesdes pulmonares dos
camundongos, avaliamos in situ a presenca desse fator de transcricdo no pulméo
pelo método de imuno-histoquimica (Figura 10B e C) . Detectamos, entdo, células
inflamatérias que expressam Foxp3 no pulm&o de camundongos C57BL/6 e CCR4™,
ambos com 7 dias de infeccéo, porém, corroborando com os dados de citometria de
fluxo acima descritos, observamos menor quantidade de células Foxp3™ no tecido
pulmonar dos animais que apresentam deficiéncia da molécula CCRA4.

As células Tregs que apresentam funcdes supressoras, além de
apresentarem perfil fenotipico distinto das demais populacdes de células T, diferem

na producéo de citocinas como a IL-10 que, além de possuir um papel supressor nas
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células T, exerce um efeito inibitério nos mondcitos e macroéfagos ativados (DE
WAAL et al., 1991). Embora essa citocina seja produzida por outros subtipos
celulares, sua producéo pelas células Tregs é essencial na modulacdo da resposta
imune por essas ceélulas. Desse modo, avaliamos a expressao da citocina IL-10 no
pulmdo dos camundongos supracitados. Observamos, contudo, uma semelhante
expressao de IL-10 no sitio de infeccdo de ambas as linhagens (Figura 10D e E).
Esses resultados reforcam nossa suposicdo de que o receptor de
quimiocinas, CCR4, participa do recrutamento e retencéo de células T CD4'CD25",
com caracteristicas fenotipicas e funcionais de células T reguladoras, para o sitio de

infeccéo por P. brasiliensis.
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Figura 10. Camundongos CCR4™ apresentam menor migracédo de células T reguladoras para o
A quantidade de células T CD4'CD25" com perfil regulador (A) foi determinada por
citometria de fluxo nos dias 0, 7 e 30 apos a infecgdo. As barras representam a média + SEM da
porcentagem de células recuperadas de trés animais. Resultados similares foram obtidos em dois
experimentos independentes. *p< 0,05 em comparacdo aos camundongos selvagens. Seccdes
pulmonares dos mesmos camundongos com 7 dias de infeccdo foram fixadas em acetona e a
expressdo de Foxp3 (B e C) e de IL-10 (D e E) foi determinada por imuno-

diaminobenzidina (DAB) foi usada como o substrato peroxidase para gerar uma marcagdo marrom e

histoquimica. A
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11. Quantificagcdo de citocinas em lisado pulmonar de ca mundongos

C57BL/6 e CCR4™ infectados por P. brasiliensis

Animais da linhagem C57BL/6 apresentam grau intermediario de resisténcia a
infeccdo por P. brasiliensis e desenvolvem uma resposta de padrao misto Th1/Th2
(Arruda et al., 2004). Para determinar a influéncia do receptor de quimiocinas CCR4
no perfil de citocinas produzidas durante o processo inflamatorio experimental,
infectamos camundongos C57BL/6 e deficientes de CCR4 com 1x10° leveduras da
cepa Pbl18. Nos dias 0, 3, 7 e 30 ap0s a infeccéo, lI6bulos pulmonares de ambas as
linhagens foram coletados, homogeneizados separadamente e o sobrenadante da
mistura tecidual foi obtido. Com esse sobrenadante realizamos a técnica de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para quantificar citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7.

Os resultados demonstram semelhante producdo de IFN-yem ambas as
linhagens de camundongos, com pico de producdo no dia 3 apods a infeccdo (Figura
11A). A producéo de TNF-a detectada no pulmé&o dos animais deficientes de CCR4
foi inferior (p<0,05) a observada nos animais selvagens no dia 3 apos a infec¢ao
(Figura 11B) . Dentre as citocinas de perfil Th2, observamos que a producéo de IL-
10 (Figura 11F) e IL-4 (Figura 11D) foi semelhante entre os camundongos C57BL/6
e CCR4™. A producao de IL-12 pelo animal geneticamente modificado foi menor em
todos os periodos analisados, porém, foi considerada significativamente inferior a
observada no animal normal (p<0,05) nos dias 3 e 7 apdés a infeccao (Figura 11E) . A
producéo de IL-17 foi menor (p<0,05) 7 dias apdés a infecgdo no pulmédo dos animais

CCR4" quando comparada & dos animais C57BL/6 (Figura 11 C).
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Figura 11. Deteccdo de citocinas Thl (A, B, E), Th2 (D e F) e Thl7 (C) nos pulmbes de

camundongos C57BL/6 e CCR4 " durante a infeccdo por P. brasiliensis. Os camundongos foram
infectados endovenosamente com 1 x 10° formas leveduriformes de Pb18 e, 0, 3, 7 e 30 dias apos
infeccao, l6bulos dos pulmdes foram retirados e homogeneizados. O sobrenadante foi coletado e a
dosagem de IFN-y (A), TNF-a (B), IL-10 (C), IL-4 (D), IL-12 (E) e IL-17 (F) foi realizada por ELISA.
Pulmdes de camundongos ndo infectados (0dpi) foram utilizados como controle. Cada ponto
representa a média + SD de 6rgédos de 5 camundongos. *p<0,05, C57BL/6 versus CCR4" no mesmo

periodo de infecc¢éo.
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12. Participacdo das células T CD4 "CD25'CCR4" na viabilidade fingica nos

pulmdes dos animais CCR4 -

Recentemente, em nosso laboratério, foi demonstrado que, apos a
transferéncia adotiva de células T CD4" CD25" provenientes de camundongos
selvagens para CCR5” ocorreu um aumento significativo (p<0,05) da quantidade de
fungos nos pulmdes, enquanto que a transferéncia de células CD4"CD25 promoveu
um maior controle do crescimento das leveduras. Em conjunto, os resultados
revelaram que CCR5 modula a migracdo e a funcdo supressora das células T
reguladoras CD4'CD25" favorecendo a sobrevivéncia do fungo dentro dos
granulomas (MOREIRA et al., 2008). Do mesmo modo, investigamos o papel das
células T CD4'CD25" na resposta imune e na susceptibilidade dos camundongos
CCR4™ no inicio da infecgéo por P. brasiliensis.

Obtivemos, entdo, 1x10° células CD4'CD25 e CD4'CD25" do baco de
camundongos apos 10 dias de infec¢do por P. brasiliensis, isoladas por separacéo
magnéticas. Essas células foram transferidas, de forma adotiva, para grupos
separados de camundongos CCR4" e C57BL/6 previamente infectados por 1x10°
leveduras viaveis de Pbl8. Apos 5 dias, analisamos a quantidade de UFC
recuperada do pulméo desses animais e comparamos aquelas observadas em
camundongos C57BL/6 e CCR4" apenas infectados.

Com relacdo ao numero de leveduras viaveis, os resultados mostram que,
apos a transferéncia das células CD4*CD25, a quantidade de UFC foi diminuida nos
animais CCR4™, porém nao de modo significativo, quando comparada ao niimero de
leveduras recuperadas de camundongos CCR4" apenas infectados. Observamos
também que os camundongos que receberam tais células apresentaram um ndmero

de leveduras superior ao adquirido dos camundongos do tipo selvagem (Figura 12).
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Por outro lado, a transferéncia de células CD4'CD25" resultou em uma reducdo
significativa (p<0,05) da quantidade de UFC quando comparados aos camundongos
CCR4™" apenas infectados (Figura 12). Esses dados revelam que essa populacdo
celular apresenta funcéo importante durante a PCM, favorecendo a eliminacdo das

leveduras de modo semelhante ao observado nos animais C57BL/6.
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CD4"CD25 - - + -
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Figura 12. A transferéncia células T CD4 'CD25'CCR4" promove melhor controle do

crescimento flingico n  os pulmdes de camundongos CCR4 ", As unidades formadoras de colonia
(UFC) recuperadas de I6bulo pulmonar de camundongos C57BL/6 e CCR4” foram determinadas no
dia 5 ap6s a infeccéio por P. brasiliensis e transferéncia adotiva de células T CD4" obtidas de animais
do tipo selvagem. As barras representam a média + SEM de UFC de trés a quatro camundongos.
Resultados similares foram encontrados em dois experimentos independentes. * p<0,05 em

comparacao a UFC de camundongos selvagens no mesmo periodo de infecgéo.
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A paracoccidioidomicose é uma doenca cronica, caracterizada pela presenca
de lesbes granulomatosas e a persisténcia do fungo no tecido do hospedeiro em
focos quiescentes (BRUMMER et al.,, 1993). Os granulomas paracoccidioidicos
maduros sdo compostos por macréfagos, células epitelidides, células gigantes,
geralmente circundados por linfécitos T CD4" e CD8*, e alguns linfécitos B
(BRUMMER et al., 1993; BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

A migracdo das células do sistema imune € dependente de uma série de
moléculas quimioatraentes, cujos receptores encontram-se na membrana plasmatica
dessas células. Durante o recrutamento de leucocitos para os sitios inflamatérios e
de infeccdo, atuam processos de migracdo organizados e regulados que envolvem
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (ABBAS; LICHTMAN, 2003). Os
mecanismos que direcionam a migracdo das células que formam e mantém
granulomas ao redor do fungo P. brasiliensis ndo sdo totalmente conhecidos.

O receptor CCRA4, cujos ligantes sdo as quimiocinas CCL17 e CCL22, esta
presente em diversos subtipos celulares. Cavassani e colaboradores (2006)
demonstraram, em nosso laboratério, que as quimiocinas CCL17 e CCL22 séo
encontradas em lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM). Essas
moléculas de citocinas quimioatraentes auxiliam no recrutamento de células que
expressam CCR4, tais como T CD4" do tipo Th2 (LLOYD, RANKIN, 2003), Tregs
(BAATAR et al., 2007; IELLEM et al., 2001; PUREVDORJ et al., 2009), T CD8"
(KONDO; TAKIGUCHI, 2009), Thl17 (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007), algumas
células NK ativadas por IL-2 (INNGJERDINGEN et al., 2000), INKT (MEYER et al.,
2007), DC (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1999), macrofagos (NESS et al., 2006;

BELPERIO et al., 2004) e plaquetas (BOEHLEN; CLEMETSON, 2001).
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Ishii e colaboradores (2008) afirmam que a deficiéncia de CCR4 nao resulta
necessariamente na inibicdo da bioatividade de seus ligantes. Através da técnica de
imuno-histoquimica, nés demonstramos in situ que os animais CCR4", apesar de
nao expressarem esse receptor, ndo falham em produzir ou secretar CCL17 e
CCL22. As fontes celulares desses ligantes de CCR4 podem ser células epiteliais,
DC, células T e macroéfagos estimulados com IL-4 ou alérgeno em humanos
(SEKIYA et al., 2000; BERIN et al., 2001; IMAI et al., 1999; PERROS et al., 2009). A
producdo dessas quimiocinas se mantém ao longo da infeccdo (7 e 30 dias) e
trabalhos ja reportaram que ambas (CCL17 e CCL22) podem ligar-se a diferentes
receptores de quimiocinas além do CCR4 (STRUYF et al., 1998; BERNARDINI et al.,
1998), podendo essas guimiocinas manterem-se atuantes no recrutamento celular
durante o processo inflamatério, mesmo na auséncia do receptor CCRA4.

Avaliando-se a fenotipagem de células polimorfonucleares presentes no
infiltrado inflamatério induzido por P. brasiliensis no pulmdo de camundongos
deficientes de CCR4, observamos um consideravel aumento de células
CD11b"CD11c e CD11b*CD11c" no 3° dia de infeccdo. Porém, a expressdo de
NOS2 e a sintese de IL-12p40 e TNF-a no tecido pulmonar desses animais foram
prejudicadas, embora a producdo de IFN-y tenha sido semelhante entre os
camundongos C57BL/6 e o CCR4™".

A administracdo da citocina IL-12 protege camundongos contra a infecgcao
disseminada causada pelo fungo P. brasiliensis, mas aumenta a inflamacéo
pulmonar (ARRUDA, 2002). Recentemente, nosso grupo demonstrou que a
subunidade IL-12p40 medeia a resisténcia do hospedeiro na paracoccidioidomicose,
induzindo a producgéao de IFN-y e uma resposta imune Thl (LIVONESI et al., 2008).

Nossos resultados demonstram uma menor producédo de IL-12p40 no pulméo de
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animais deficientes de CCR4 em relacao aos do tipo selvagem, o que provavelmente
favoreceu a susceptibilidade dos camundongos CCR4” & infeccdo nesse periodo.

Esses dados sugerem que macréfagos e DCs, embora abundantes no inicio
da inflamacéo, ndo estdo sendo ativadas eficientemente, o que provavelmente
diminuiu o potencial de eliminacdo do fungo por esses subtipos celulares. E
importante destacar que TNF-a medeia a maturacdo fenotipica de DCs por regular
um aumento na expressao de moléculas co-estimuladoras (PICCIOLI et al., 2002).
Os nossos dados mostram que a producdo pulmonar de TNF-a foi reduzida nos
camundongos CCR4™ no inicio da infeccdo, o que deve culminar em ineficiente
maturacao das DCs.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que camundongos
deficientes de NOS2 infectados por P. brasiliensis apresentam um exacerbado
processo inflamatério, com alta producédo de citocinas tanto de perfil Thl quanto Th2
no 30° dia de infeccdo (LIVONESI, 2009), sugerindo que o NO derivado da NOS2
possua uma funcao anti-inflamatéria durante a PCM. Ainda que o Oxido nitrico, em
altas concentracoes, esteja associado com a susceptibilidade (NASCIMENTO et al.,
2002), e com a modulacdo do granuloma e disseminacao fungica durante a infeccao
de camundongos por P. brasiliensis (NISHIKAKO et al., 2009) este metabdlito tem
importante fungdo microbicida como inibicdo da sintese de DNA, da respiracao
mitocondrial nas células, é capaz de inibir o transporte ativo na membrana de fungos
e bactérias e inativar enzimas que contenham ferro-enxofre, levando a falhas
metabdlicas e morte celular (DING et al., 1988; ROSEN; KLEBANOFF, 1985).

Pina e colaboradores (2009) demonstram que macréfagos provindos de
camundongos susceptiveis ao P. brasiliensis possuem maior capacidade fungicida
que os macrofagos de animais resistentes a infec¢cdo. Uma resposta inata deficiente,
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portanto, poderia favorecer o desenvolvimento de um perfil resistente a infeccao por
P. brasiliensis. Esses dados corroboram com nossos resultados, ja que observamos
uma semelhante recuperacdo fungica no pulmé@o de camundongos C57BL/6 e
CCR4™" nos periodos mais tardios da infecgéo.

Assim, possivelmente, a baixa expressdo de NOS2 em camundongos CCR4™
resulte em um menor controle do crescimento das leveduras de P. brasiliensis.
Portanto, tomados em conjunto, esses dados indicam que os camundongos CCR4™
apresentam, durante a fase inicial da infec¢éo por P. brasiliensis, um grande prejuizo
na ativacdo das células componentes do infiltrado inflamatoério pulmonar, resultando
em lesdes disseminadas por todo o tecido.

Utilizando um modelo humanizado de asma, o camundongo Severe
Combined Immunodeficiency (SCID), Perros e colaboradores (2009) sugerem que as
DC séo importantes células proé-inflamatérias por controlarem o recrutamento de
células Th2 através da producdo de CCL1l7 e CCL22, sendo consideradas as
principais fontes dessas quimiocinas. Os mecanismos envolvidos na resisténcia a
infecc@o por P. brasiliensis sdo pobremente compreendidos, mas € provavel que as
DC possuam um papel essencial na inducdo das células T que controlam a infec¢céo
por P. brasiliensis. DC agem como sentinelas nos tecidos periféricos, apresentando
constantemente antigenos do microambiente. Ja foi descrito que P. brasiliensis inibe
a maturacdo de DC derivadas da medula 6ssea, mas pouco tem sido demonstrado
sobre o papel desempenhado por essas células na interacao inicial do fungo nos
pulmbes (FERREIRA et al., 2004). Esse mesmo grupo de pesquisadores
(FERREIRA et al., 2007) sugere que P. brasiliensis induz DC reguladoras em
camundongos susceptiveis, auxiliando na secrecéo de IL-10 em abundéancia, mas de

pouca ou nenhuma producao de IL-12. Tais DC reguladoras parecem ser induzidas
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via Toll Like Receptor (TLR)-2 e receptores de dectina-1, o que promove a produgao
de IL-10 para modular negativamente a atividade microbicida do hospedeiro,
contribuindo assim para a susceptibilidade do camundongo contra a infec¢ao por P.
brasiliensis.

As células Thl, Th2, Treg e Th1l7 estdo associadas aos fatores de transcricao
Thet, GATA3, Foxp3 e RORyT, respectivamente, essenciais em regular a
diferenciacdo desses subtipos celulares (SZABO et al, 2000; ZHENG; FLAVELL,
1997; YAGI et al.,, 2004; IVANOV et al.,, 2006). A infeccdo de camundongos
deficientes de CCR4 com P. brasiliensis induziu uma similar expresséo de todos os
fatores de transcricdo em relagdo aos animais C57BL/6, porém, desenvolveu uma
prejudicada expressdo de Foxp3 no tecido pulmonar, sitio da infeccdo, no 7° de
infeccdo. Nesse mesmo periodo observamos uma menor quantidade de células T
CD4'CD25" com perfil de células T reguladoras (Foxp3®, CTLA-4%, CD103") no
pulmdo dos animais CCR4". Cavassani et al. (2006) sugerem que células T
CD4'CD25'CCR4" tém o potencial de migrar para lesdes induzidas por P.
brasiliensis em pacientes. Em nosso modelo experimental, demonstramos que, de
fato, as células com esse perfil ttm realmente essa capacidade de migracéo, porém,
a presenca prejudicada do subtipo celular T CD4'CD25" no sitio de infecc¢éo, devido
a auséncia de CCR4, ndo auxiliou na eliminacdo do fungo, visto que esse foi o
periodo com maior proliferacdo das leveduras em relacdo ao grupo controle. Ao
contrario da producdo pulmonar de IL-17, expressdo do mRNA RORyYT nao foi
prejudicada com a auséncia de CCR4, sugerindo que as células Thl7, embora
presentes, ndo estejam suficientemente ativadas.

Os linfécitos sdo essenciais para a patogénese da doenca, logo, € crucial
compreender como essas células sdo atraidas para o tecido pulmonar inflamado.
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Tem sido demonstrado que CCR4 é requerido para a eficiente entrada de células T
CD4" antigeno-especificas nos pulmdes e vias aéreas em um modelo murino de
inflamacdo pulmonar alérgica (MIKHAK et al., 2009) e pacientes com asma
(PANINA-BORDIGNON et al., 2001). Corroborando com esses dados, nossos
ensaios de citometria de fluxo confirmaram a prejudicada migracdo de células T
CD4" para o pulmdo dos animais deficientes de CCR4. De modo interessante, foi
visto que a migracéo de células T CD8" também foi menor, comparada aos animais
do tipo selvagem. Pouco se sabe sobre a influéncia do CCR4 nessas células, porém,
recentemente foi descrito que as células T CD8'CCR4" sdo um subtipo de células
imaturas de memodria que tém a habilidade de migracdo para sitios de infeccdo, em
resposta a CCL17 e CCL22, e produzem diferentes subtipos de citocinas Thl e Th2,
porém nao expressam nem perforina, nem granzima (KONDO; TAKIGUCHI, 2009).

A resisténcia a infeccdo pelo fungo P. brasiliensis é relacionada
preferencialmente a uma resposta Thl, enquanto a susceptibilidade é associada
com a auséncia da producédo de IFN-y (KASHINO et al., 2000). As citocinas IL-4, IL-5
e IL-10 foram detectados no pulmdo de animais susceptiveis a infeccdo por P.
brasiliensis durante a fase cronica da doenca (CALISH, KASHINO, 1998). Além
disso, Arruda e colaboradores (2004) demonstraram que IL-4 enddgeno pode induzir
protecdo ou exacerbacdo da doenca dependendo do perfil genético do hospedeiro.
Nossos resultados demonstraram similar deteccdo das citocinas IL-4 e IL-10 no
pulmé&o de ambas as linhagens de camundongos.

Foi também demonstrado, em nosso laboratério, que TNF-a e IFN-y
mediaram resisténcia a infeccdo por P. brasiliensis (SOUTO et al., 2000). A
producdo de TNF-a observada nos animais CCR4” foi menor no dia 3 apds a

infeccdo em relacdo aos camundongos C57BL/6. Em adicdo, IFN-y modulou a

68



¥ Discussic

expressao de quimiocinas e receptores de quimiocinas, bem como os tipos celulares
que infiltram os pulmdes de camundongos infectados pelo fungo (SOUTO et al.,
2003). Nossos resultados, porém, demonstraram similar deteccdo de IFN-y no
pulmao de ambas as linhagens de camundongos.

As alteracOes da resposta imune na PCM sé&o caracterizadas por depressao
da resposta proliferativa de linfocitos frente a estimulos mitogénicos e antigenos de
P. brasiliensis, disturbios na producédo de citocinas, aumento da apoptose celular,
agravando os casos da doenca e contribuindo para a manutencao dos reservatorios
de infeccdo (BENARD et al,1996; MUSATTI et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2002).
Camundongos CCR4™ apresentam uma resposta inflamatéria mais controlada, com
menor migracdo de linfocitos para o pulmdo apdés o inéculo do fungo quando
comparado aos animais selvagens. Essa prejudicada migracdo provavelmente é a
causa da maior susceptibilidade desses animais ao fungo P. brasiliensis no inicio da
infeccéo.

A inflamacao granulomatosa é uma forma de reacéo de hipersensibilidade do
tipo tardio envolvida com a protecéo contra infecgdes cronicas (CO et al., 2004). Os
linfocitos T CD4" e CD8" tém um papel proeminente durante a formacio dos
granulomas uma vez que essas células produzem citocinas e quimiocinas
importantes para o recrutamento e organizacdo das células no sitio de infeccao
(KRAHENBUHL; ADAMS, 2000; LADEL et al., 1994; UEDA et al., 1977; 1982). Na
tuberculose, a eliminacdo de linfécitos T CD4" resulta na formacéo de granulomas
frouxos e na reativacdo e disseminacdo da doenca (SCANGA et al., 2000). Na
infeccdo por P. brasiliensis, camundongos geneticamente deficientes de linfocitos T
CD4" apresentam baixa producéo de IFN-y no pulm&o e sucumbem a doenca antes

do 60° dia ap6s a inoculagdo do fungo (PEREIRA, 2006). De acordo com essas
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evidéncias, verificamos que camundongos CCR4™ infectados por P. brasiliensis
apresentam porcentagem menor de linfécitos T nos I6bulos pulmonares apos 3 e 7
dias de infeccdo em relacdo ao camundongo C57BL/6, demonstrando que, na
auséncia de CCR4, as células presentes no infiltrado inflamatério pulmonar né&o
controlam o crescimento do fungo. Esse controle ocorre em periodos mais tardios (a
partir do 30° dia apos a infeccéo), evoluindo para a cura dos animais, de modo
semelhante ao que ocorre nos animais do tipo selvagem.

Linfécitos Thl expressam, preferencialmente, CCR5 e CXCRS3, enquanto que
células Th2 apresentam expressdo predominante de CCR3, CCR4 e CCRS8
(BONECCHI et al., 1998; QIN et al., 1998; KIM et al., 2001; SALLUSTO et al., 1997,
SALLUSTO et al.,, 1998; CAMPBELL et al.,, 2001). Em nosso laboratério, foi
demonstrado por Campanelli e colaboradores (2003) que pacientes com PCM
apresentam um padrdo misto de resposta Thl/Th2 com prevaléncia e maior
intensidade de expressdo de CCL5, CCR5 e também IFN-y, bem como de MCP-3,
CCR3, CCL17 e CCR4, além de IL-10. Este perfil de producdo de quimiocinas e
citocinas in situ estaria modulando a migracado celular e, consequentemente,
contribuiria para a resisténcia a esta infeccdo fungica. Também em nosso
laboratorio, Moreira e colaboradores (2008) demonstraram em modelo experimental
gue CCR5 modula a migracdo e a funcédo supressora das ceélulas T reguladoras
CD4'CD25" favorecendo a sobrevivéncia do fungo dentro dos granulomas. No
entanto, ndés demonstramos que células T CD4'CD25'CCR4" participam de uma
resposta que confere resisténcia a infecgdo por P. brasiliensis, contribuindo para a
eliminacao fungica.

De fato, a migracédo das Tregs foi descrita ser dependente da producao das

quimiocinas CCL22 e/ou CCL17 (IELLEN et al., 2001; CURIEL et al., 2004; LEE et
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al., 2005) e a presenca dessas nas lesdes induzidas por P. brasiliensis sugere seu
envolvimento na migracédo das células T CD4'CD25'CCR4" em direcdo as lesdes
causadas pelo fungo (CAVASSANI et al., 2006). Tais observa¢cdes permitem inferir
gue a secrecdo de tais ligantes seria proveniente de macrofagos e DC presentes no
infiltrado das lesdes granulomatosas assim como ocorre no microambiente tumoral
(CURIEL et al., 2004).

Tregs exercem sua capacidade supressora nos tecidos periféricos do
organismo, mas também nos 6rgédos linféides secundarios. O trafego homeostatico
de Tregs nado ativadas para o linfonodo depende principalmente da expressédo do
receptor de quimiocinas CCR7 e a molécula de adesdo CD62L. Esse processo
também pode ser influenciado pela quimiocina CCL22 produzida pelas DC presentes
nos linfonodos. Uma alta proporcdo de células Tregs (ainda ndo ativadas por
antigeno) na periferia expressam o receptor para CCL22 (CCR4) que pode suportar
a migracdo das células Tregs para as DC do linfonodo periférico. Em contraste,
células T CD4" naive convencionais nido expressam CCR4, desse modo, as
interacdes Treg-DC nos linfonodos periféricos, provavelmente, ocorrem com maior
frequéncia do que as interacGes entre as DC e as células T CD4'CD25 (IELLEM et
al., 2001).

Nos linfonodos ou em tecidos periféricos, as células Tregs podem interagir
tanto com células T efetoras quanto DC. Essa interagcdo pode ocorrer de forma
direta, através do contato célula-célula quanto pela secrecdo de IL-10 e TGF-B. Em
adicao, células Tregs sdo capazes de prevenir a maturacdo de DC por reduzir a
expressdo do complexo MHC-II, ou por converter as DCs a um fendétipo supressor,
gue regula positivamente a producédo de IL-10 e suprime a molécula co-estimuladora

B7. Sugere-se, entdo, que essas acfes aumentam a atividade supressora das
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Tregs, ja que suprimem a ativacdo de células T efetoras mantendo as DCs em
estado imaturo (MAHNKE et al., 2007).

Alguns dados mostram claramente que DC estédo envolvidas, de modo crucial,
na inducéo de células Tregs. Contudo, esta interacdo nao € restrita as Tregs, ja que
resultados revelam que essas células tém importante influéncia no desenvolvimento
de DCs (MAHNKE et al., 2007). Recentes resultados de Onodera e colaboradores
(2009) indicam que as interacdes reciprocas entre DCs e Tregs via B7/CTLA-4 e
CCL22/CCR4 levam a inducdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) nas
DCs dos linfonodos mesentéricos, e essa indu¢ao ocorre possivelmente pela via de
acdo do IFN-y. A transferéncia de células T CD4'CD25'CCR4™"* para camundongos
deficientes de CCR4 resultou em uma maior resisténcia desses animais durante a
infeccdo pelo fungo P. brasiliensis. Provavelmente a interacdo entre as DC e as
células T CD4'CD25" via CCL22/CCR4, de alguma maneira, esteja induzindo uma
melhor ativacdo dessas células apresentadoras de antigeno, permitindo o
desenvolvimento de uma resposta imune mais efetiva contra o fungo.

Moreira e colaboradores (2008) demonstraram que a transferéncia adotiva de
células CD4*CD25" para camundongos CCR5™ resultou em aumento significativo da
quantidade de leveduras vidveis, enquanto que a populagdo CD25  induziu a morte
das leveduras no pulmao. Assim, células reguladoras e efetoras estédo, de fato,
presentes nas lesdes pulmonares, promovendo um delicado balango da reposta
imune durante a infeccdo por P. brasiliensis. Na auséncia de CCR5 a menor
migracdo e funcdo supressora das células reguladoras resulta em uma resposta
imune mais efetiva, favorecendo maior controle do crescimento do fungo, lesdes

compactas, menos disseminadas e maior preservacdo do tecido do hospedeiro.
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Camundongos CCR4™ apresentam uma resposta contraria & observada nos animais
deficientes de CCRS.

Camundongos deficientes dos receptores CCR4 e CCR5 apresentam menor
migracdo de células T reguladoras para o sitio de infec¢cdo. Contudo, a menor
migracdo de Treg para o pulmdo de camundongos CCR4” n&o induziu uma
resposta imune mais efetiva. Além disso, ndo se pode descartar o fato de que,
nesses animais, a migracdo de linfocitos T efetores e citotoxicos também é
prejudicada. Do mesmo modo como foi realizado por Moreira e colaboradores
(2008), a transferéncia de células T CD4'CD25" de camundongos C57BL/6 para 0s
CCR4™", ao contrario do que foi observado nos animais CCR5" receptores de
células T CD4'CD25", induziu maior resisténcia ao P. brasiliensis nos animais
CCR4" que receberam essas células, sugerindo que, em nosso modelo
experimental, a auséncia de células T CD4'CD25" colabora com a permanéncia do

fungo no tecido pulmonar.
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Em conjunto, nossos dados demonstram que o receptor CCR4 € importante
para a migracdo de diversos subtipos celulares, como macréfagos, células
dendriticas, linfécitos T CD4" e T CD8", além das células TCD4'CD25". Dessa
forma, a auséncia de mecanismos reguladores e efetores eficientes favorece a
sobrevivéncia de P. brasiliensis nas lesées pulmonares de camundongos CCR4™.
Concluimos entdo que o receptor CCR4 pode ser um fator importante para a

eliminacao do fungo no tecido do hospedeiro.
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