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Resumo

SATO PK. Estudo de células dendriticas derivadamdeodcitos de pacientes com
paracoccidioidomicose: expressao de moléculas gerficie e secrecéo de citocinas
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina/dusidade de S&o Paulo; 2010.
110 p.

INTRODUCAO: A paracoccidioidomicose (PCM), causgso fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensi® uma doenca sistémica granulomatosa, endémica em
toda América Latina. Estudos anteriores no mode&fpegmental e em humanos
relacionaram a resposta imune tipo Thl a protegdm, imunodepressao antigeno-
especifica transitéria nas formas aguda e créricacuperagdo apods cura clinica. As
células dendriticas de origem mieldide (DCs) s@mais potentes apresentadoras de
antigeno, sendo capazes de induzir resposta THih&mitos T, porém seu papel na
PCM humana ainda n&o foi descrito. OBJETIVO: Inigestas caracteristicas
vitro de DCs derivadas de mondcitos de pacientes com. REBFODOS: DCs de
pacientes com PCM ativa (AP) e tratada (TP), endeviduos sadios (CO) foram
geradas a partir de mondcitos do sangue periféitaridos ao plastico e tratados
com IL-4 e GM-CSF. Apds 6 dias, as DC diferenciaf(@B11¢, CD1d, CD14)
foram ativadas com TNE-(DC+TNF) ou deixadas sem estimulo (nDC) por 48
horas. As moléculas de superficie CD11c, CD1la, HIFA- CD86, CD80 e DC-
SIGN das DCs foram analisadas por citometria deofle as citocinas IL-10, IL-
12p40 e CCL18 foram dosadas nos sobrenadantesliasas por ELISA. As DCs
de TP e CO também foram geradas a partir de maséaiittidos por selegcéo positiva
em coluna magnética (micropérolas) e comparadaeélakas obtidas pelo método de
aderéncia. Os sobrenadantes das DCs de TP for@adds como estimulo das DCs
de CO e as moléculas de superficie e a secrecamtatenas foram analisadas
novamente. RESULTADOS: As DCs dos grupos AP e Tiésgmtaram expressao
de CD11c e CD1a similar a observada nas DCs deNo@yrupo TP, foi observada
maior expressédo de HLA-DR, CD86 e DC-SIGN nas nDIiGLA-DR e CD86 nas
DC+TNF que nos grupos AP e CO que, por sua veesaptaram percentual de DCs
positivas e a expressao dessas moléculas simiksetDC do grupo AP secretaram
significantemente menos IL-10 que as DCs de CQJsqune a ativacdo com TNEF-
reduziu a producéo dessa citocina em todos os griipefeito oposto foi observado
na secrecdo de IL-12p40, sendo que as DC+TNF dpogflP apresentaram 0s
maiores niveis dessa citocina. Tanto nDC quantoTNE+do grupo AP secretaram
mais CCL18 que as correspondentes do grupo TPolersadantes de TP tiveram
pouco ou nenhum efeito sobre as DCs de CO. CONCIEESMCs derivadas de
monaocitos do sangue periférico de pacientes com PG#em ser diferenciadas e
ativadasin vitro com TNF&, expressando as moléculas de superficie cardictasis
DCs de pacientes com PCM tratada tem alta expretsds.A-DR, CD86 e DC-
SIGN e secrecdo aumentada de IL-12p40, e DCs denpee com a doenca ativa
apresentam expressdo de moléculas similar as dedB(sdividuos sadios. DCs
obtidas por aderéncia de mondcitos resultaram eior rfraqiiéncia de DCs CD86
com maior secrecao de IL-12p40 que células obfidasnicropérolas em amostras
de individuos sadios e de pacientes tratados. Nesbmlho demonstrou-se a
plasticidadein vitro de DCs derivadas de mondcitos de pacientes com,PCM
revelando o potencial dessas células na geracamdeesposta imune protetora.
Descritores: 1. Paracoccidioidomicose;Paracoccidioides brasiliensis3. Células
dendriticas; 4. Citocinas; 5. Imunidade celular
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SATO PK. Study of monocyte-derived dendritic celfsom patients with
paracoccidioidomycosis: expression of surface nuddscand cytokines secretion
[dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicidajversidade de S&o Paulo”;
2010. 110 p.

INTRODUCTION: Paracoccidioidomycosis (PCM) is cadisby the dimorphic
fungus Paracoccidioides brasiliensisbeing a granulomatous systemic disease,
endemic in Latin America. Previous studies on expental and human PCM have
established the relation between Thl immune regp@m&l protection, antigen-
specific transitory immunodepression in acute dmemic forms and recovery after
clinical treatment. Myeloid dendritic cells (DCsyeathe most potent antigen
presenting cells, capable of inducing Thl respams& lymphocytes. Their role on
human PCM has not yet been described. OBJECTIVE:inestigatein vitro
characteristics of monocyte-derived DCs from PCMeods. METHODS: DCs from
active (AP) and treated PCM (TP) and from healtidniiduals (CO) were generated
from plastic adhered monocytes treated with IL-4 &M-CSF. After 6 days,
differentiated DCs (CD11¢ CD1d, CD14) were activated with TN-(DC+TNF)
or untreated (nDC) for 48 hours. Surface molec@Bd1c, CDla, HLA-DR, CD86,
CD80 and DC-SIGN were analyzed by flow citometryd asytokines 1L-10, IL-
12p40 and CCL18 were assayed on cultures supetsadigrELISA. DCs from the
TP and the CO groups were also generated fromiypmsiélection of monocytes on
magnetic column (microbeads) and compared to adlhmeomocyte-derived DCs. DC
from the CO group were stimulated with supernaténot®s the TP cultures followed
by flow cytometric analysis of surface moleculesd goroduction of cytokines.
RESULTS: DCs from the AP and the TP groups showadlas expression of
CD11c and CD1a in comparison to the CO group. @nTtR group, nDC showed
higher expression of HLA-DR, CD86 and DC-SIGN an@#¥NF of HLA-DR and
CD86 than the AP and the CO groups which had sirpgacentage of positive cells
and expression of these molecules. nDC from thegARip showed significantly
lower levels of IL-10 than the CO group and deceddgvels of this cytokine were
observed with TNFe: activation. The opposite effect was observed o+12p40
production in which DC+TNF from the TP group showtbé highest levels. Both
nDC and DC+TNF from the AP group had increasedl$egé CCL18 compared to
the TP cells. Supernatants from TP had little oefiect on DCs from the CO group.
CONCLUSIONS: Peripheral blood monocyte-derived D@sn patients with PCM
can be differentiated and activated with TR vitro with expression of typical
molecules. DCs from patients with treated PCM shibwe-regulation of HLA-DR,
CD86 and DC-SIGN and the highest production of Ap40. DCs from patients with
active PCM had similar expression of these molecglempared to control group.
Adherence of monocytes resulted in higher frequeotyCD86 DCs with up-
regulation of IL-12p40 than microbeads positiveesgbn method on samples from
healthy donors and treated patients. This studyodstrated thén vitro plasticity of
monocyte-derived DCs from patients with PCM, rewgpthe potential of these cells
in generating a protective immune response.

Keywords: 1. Paracoccidioidomycosis;Paracoccidioides brasiliensiS. Dendritic
cells; 4. Cytokines; 5. Cellular immunity
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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenca sist&rgianulomatosa, de
evolucdo aguda ou crbnica, causada por um fungartion, Paracoccidioides
brasiliensis E uma das mais importantes micoses endémicasnméiéa Latina,
prevalente do México a Argentina, sendo considetada doenca adquirida em
areas rurais por individuos previamente imunocoemies, mas emergente como
uma doenca grave em centros urbanos em pacientesinsonossupressao
relacionada a infeccado por HIV ou a quimioterapa peoplasia ou transplante de
orgao (Marques & Shikanai-Yasuda, 1994). No es@&ldRonddnia, mais de 800
casos foram registrados em 5 anos (Lima & Durla@@®93), sendo a primeira causa
de morte no Brasil entre as micoses sistémicasi¢Rrgal., 2009).

O contéagio ocorre por inalacédo de conidios, pddscinfectantes de 3 abn
de diametro (Bustamante-Simon et al., 1985), que temdo pulmonar se
transformam em leveduras e induzem uma respostamatoria inicialmente
mediada por células polimorfonucleares, seguidangitirado linfomononuclear que
pode se apresentar como um complexo primario ncelnakperimental (McEwen
et al., 1987). Na maioria das vezes, este cont@tiurngo com a criangca ou adulto
jovem resulta em equilibrio da interacdo parasitspedeiro, constituindo a
paracoccidioidomicose infec¢cdo, permanecendo ooflatgnte nos tecidos. Se nesta
interacdo ndo ocorrer o equilibrio observado nacgéio, a doenca pode ocorrer na
forma aguda, com disseminac¢é&o linfohematogémicemetendo o sistema fagocitico

mononuclear. A doencga também ocorre na forma @dapHs muitos anos, na idade
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adulta, principalmente apds a terceira década, dpuae rompe o equilibrio da

interacdo hospedeiro-parasito. Ha reativacdo déesesjuiescentes, sendo mais
frequentemente acometido o pulméo, podendo estaproonetidos outros 6rgaos e

tecidos

A evolucéo da infeccdo para doenca depende desviatores como a inter-
relacédo entre o ambiente, resposta imune do hospedpatogenicidade do parasito.
Embora varias expressdes dessa evolucdo tenhaiaojéescritos (Oliveira et al.,
2002; Calvi et al., 2003; Cavassani et al., 20@8rdira et al., 2007), 0s mecanismos
que controlam a evolucdo da interacdo hospedemgta sdo pouco conhecidos
(Barroso et al., 2010; Vicentini et al., 1994; Sadaet al., 2007a; Martinez e Moya,
1992).

A relacao entre imunidade por células e formascaida doenca foi descrita
por Musatti et al. (1976) e Mota et al. (1985), destrando-se maior grau de
imunodepressdo celular nas formas disseminadas nernggau nas localizadas.
Posteriormente, Benard et al. (1996) observaramnaaiepressao transitoria ao
antigeno deP. brasiliensiscom recuperacédo nas formas clinicas agudas ecagdni
apos a cura clinica.

O antigeno majoritario dB. brasiliensisé secretado pela fase infectante do
fungo, sendo caracterizado como uma glicoproteimad@ kDa (gp43), rica em
manose, e que se liga a Concanavalina A (Trava$904). Além disso, é também
capaz de se ligar a laminina da matriz extraceltéailitando a acdo patogénica do
fungo in vivo (Lopes et al., 1994; Vicentini et al., 1994). (gisenciamento e
clonagem do gene que codifica a gp43 revelaranogueadro de leitura deste gene

esta localizado num fragmento de 1.329 pares despantendo dois éxons
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interrompidos por um intron de 78 nucleotideosdlpiso et al, 1996). Também foi
verificado que a gp43 é capaz de promover reagdbgedrsensibilidade tardia, tanto
em animais quanto em humanos (Godoy et al., 2082i\& et al., 1996; Kalmar et
al., 2004).

Tendo como alvo identificar epitopos da gp43 inckgade uma resposta de
hipersensibilidade tardia, considerada protetoadofda et al(1998) demonstraram
que entre as fracbes de peptideos derivados da gpiBeptideo de 15 aminoacidos
(P10) foi capaz de promover a ativacao de célulamifinas e induzir altos niveis de
IFN-y em ensaiosn vitro. Além disso, P10 promoveu uma resposta protetora e
camundongos desafiados intratraquealmente com vapéentas deP. brasiliensis
abrindo perspectivas para aplicagdo deste peptiéerapéutica.

A gp43 é detectada sistemicamente nas formas afiwadoenca, sendo (util
para fins diagnésticos e de controle pds- terap@utiomo observado pela pesquisa
deste antigeno em sangue (Mendes-Giannini et @30;1Marques da Silva et al.,
2004), na urina (Salina et.al998) e no liquor (Marques da Silva et al., 200)
entanto, a aplicabilidade da gp43 no diagnéstiguircipalmente no controle pés-
terapéutico tem sido invidvel na pratica clinicayido a limitacdo na obten¢édo do
antigeno em larga escala, em funcao de dificuldibedcas.

Esta glicoproteina revelou ser um antigeno majwit&capaz de induzir a
producdo de anticorpos, além de ser reconhecida p®lioria dos pacientes
infectados (Puccia & Travassos, 1991). O estudsuttelasses de IgG mostrou que
em 41% dos pacientes com a forma cronica da dashsgva-se presenca de 1gG2,
enquanto IgG4 esta presente em 100% dos paciemtEgrda aguda (Baida et.al

1999). Por sua vez, Juvenale et al. (2001) utillpamntigeno bruto deP.
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brasiliensis descreveram IgG2 detectavel em ambas as forritasasl, com niveis
mais elevados na forma crbnica e IgG4 principalmera forma aguda da doenca.
Ambos os autores relataram que a IgA foi mais featginos pacientes com a forma
cronica, do que na forma aguda da doenca.

Com relacéo a susceptibilidade e resisténcia na,Rizlich & Kashino (1998)
mostraram que em modelo de camundongos isogénik®rs fesistentes) e B10.A
(suscetiveis), a producdo de IfNe IL-2 estd relacionada ao papel protetor,
sustentando fortemente a hipétese de respostagmeia tipo 1 (Thl), associada ao
fendtipo de resisténcia. Por outro lado, a sustiddlde esta ligada a resposta do tipo
2 (Th2) com producéo de IL-4, IL-5, IL-10 e T@FE-

Em relacdo a PCM humana, o papel das citocinaegalacdo da resposta
imune vem sendo descrito desde 1995, no entangmaapmais recentemente o
padrdo de resposta imune segundo as diferentesadormtinicas vem sendo
delineado.

Dessa forma, Karhawi et al. (2000) relataram quepagientes com a forma
cronica ativa da doenca, a producéo de yHbi-baixa na presenca de antigeno bruto
de P. brasiliensisem relacdo aos pacientes com remissdo clinicaetBnto, a
inducao de IL-10 e TNIe-foi similar entre os grupos estudados.

Posteriormente, Benard et al. (2001) demonstrarane @s células
mononucleares do sangue periférico de pacientesasdormas agudas e crénicas da
PCM estimuladas com a gp43 produziam niveis baidesIL-2 e IFNy e
guantidades substanciais de IL-10, ao passo qiddnds sadios sensibilizados com
P. brasiliensisproduziam niveis detectaveis das trés citocirasi®s mais elevados

os niveis de IFNre IL-2 em comparacdo aos pacientes. Além disseceecdo de
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IL-2 e IFN-y foi inversamente correlacionada a quantidade teaspos especificos
produzidos pelos pacientes e individuos sadioskibkredos. O padrao de citocinas
produzidos pelos pacientes com PCM parece ter wdpca na falta de resposta
celular a gp43, com producao de elevados nivestieorpos ndo protetores.

No estudo descrito por Mamoni et al. (2002) obsgis® que tanto pacientes
com a forma aguda (juvenil) quanto com a forma icedmultifocal apresentaram
niveis elevados de IgG4 e IgE anti-gp43 em comparacpacientes com a forma
cronica unifocal. Além disso, pacientes com a foegada apresentaram eosinofilia
e um aumento nos niveis de T@F<itocina relacionada a inibicdo da resposta
proliferativa de células T e a diminuicdo da atd@de macrofagos. A avaliacdo dos
niveis de TNFa, juntamente com a IL-6 e MIFalnao distinguiu a forma aguda da
forma crénica. Paralelamente, niveis elevados sie#ttacinas foram detectados nos
pacientes com forma cronica multifocal, quando caraga a forma unifocal. Em
conjunto estes resultados sugerem uma respostartipnte Th2 tanto para a forma
aguda (juvenil) quanto para a forma multifocal €\P

Oliveira et al. (2002) estudaram a resposta pralifea e producéo de citocinas
de linfécitos de pacientes com forma aguda e fomn@nica da PCM, em
comparacao aos individuos infectados e controlesniéctados. Este estudo sugere,
como nos anteriores, que a forma aguda seja um Pplobb caracterizado pela
producdo de IL-4, IL-5 e IL-10. Estes mediadoressoaiados a baixos niveis de
proliferacdo de linfocitos e de IF)-resultariam na depressdo da resposta imune
celular com consequente manifestacao grave da doBoc¢ outro lado, os individuos

apenas infectados, sem a doenca, representariaio ogosto, com proliferacédo de

linfécitos, alta producédo de IFiN-e, paralelamente, baixos niveis de IL-10. Este
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perfil Thl poderia levar a uma resposta imune &fil capaz de prevenir o
desenvolvimento da doenca. Neste contexto, a formdaica representaria um
padrdo intermediario da resposta imune na PCMaditlientre a resposta Thl da
infeccdo e Th2 de pacientes da forma aguda.

Complementando os estudos sobre secrecdo de agonmm PCM, pdde-se
documentar a elevada producdo de IL-10 e PGEm mucosa e ganglios,
particularmente neste ultimo 6érgdo, sugerindo aomdmcia destas citocinas na
disseminacgéo da doenca (Newarbhl, 2003).

Trabalhos tém demonstrado que além das citocinaispiarinas também
exercem importante papel na resposta imune a Péhotsido demonstrado em
modelo murino que a infeccdo pd. brasiliensis estimula a producdo das
quimiocinas inflamatérias KC, MCP-1, MIRxLRANTES, Mig e IP-10, bem como
induz a expressao dos receptores para quimioci@&5@& CXCR3 no pulméao de
camundongos infectados. Além disso, estes mesnioseealobservaram que IRN-
modula a expressao destas quimiocinas e consequanmtte a composicdo do
infiltrado leucocitario (Souto et.ak003).

Apesar dos grandes avancos na caracterizacdo iégicenl das diferentes
formas clinicas, ndo se conhecem os fatores detenteis da evolucdo da infeccao
para doenca e os fatores reguladores da gravidadeemhca.

Neste contexto, entre os aspectos envolvidos, éaaancia a diferenciacao de
células T CD2 para as sub-populagdes Thl e Th2. Possiveis $atel@cionados a
regulacdo de tal diferenciacdo seriam o microantdide citocinas, as moléculas co-
estimulatorias, a interacdo do receptor de linésci (TCR) com o complexo

peptideo-MHC, a dose do antigeno e as células eapgestoras de antigeno (APCs)
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(Hsieh et al 1992). Estudos de populacdes de células T clengddiferenciadas
sugerem que células apresentadoras de antigenagmoder um importante papel
em determinar o fendtipo de células T respondedd@Pdsiffer et al, 1991).
Trabalhos utilizando populacdes de células T clagadescreveram que linfocitos
Thl eram estimulados preferencialmente quando rfeagoé foram utilizados como
APCs. Por outro lado, clones do tipo Th2 eram egtidos preferencialmente
quando linfocitos B foram utilizados como APCs @egki et al, 1991).

Além de macrofagos e linfocitos B, células denchii constituem—se em
potentes células apresentadoras de antigenos sagerealizar o processamento do
antigeno e a apresentacao de peptideos a linfdciidesanue & Allen, 1987).

Presente na maioria dos tecidos, as células deadritmaturas capturam e
processam antigenos, migrando para os orgaos dedoiperiféricos, onde
amadurecem e expressam grandes quantidades deegomyVIHC-peptideos e
moléculas co-estimulatérias, estabelecendo interag@m células T antigeno-
especificas. Todas essas atividades das célulasititas podem ser induzidas por
agentes infecciosos e por esta razdo sdo considesadtinelas moveis que levam os
antigenos as células T para inducéo da imunidatdorene descrito por Banchereau
& Steinman (1998).

Muitos fatores influenciam a capacidade das céldéamiriticas em polarizar a
resposta de célula T para um padrdo Thl ou Th2r®estes se destaca o0 subtipo de
célula dendritica, a natureza do estimulo paransataracdo e o microambiente no
qual a célula é estimulada (Shortman & Liu, 2002).

Neste sentido, trabalhas vitro tém demonstrado que diferentes subtipos de

células dendriticas parecem estimular um padrémitisde resposta de célula T.
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Assim, Rissoan et al. (1999) descreveram que @agtde células T na presenca do
subtipo DC1, cujo precursor € o mondcito (origeneléide), produziram grandes
quantidades de IFM-e baixos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10. Por outeald, células T
cultivadas em presenca do subtipo DC2, cujo precwdo células plasmocitdides e
acredita-se que tenham origem linféide, secretancg@d-Nvy e altos niveis de IL-4,
IL-5 e IL-10. Estes resultados sugerem guevitro DC1 € capaz de induzir a
diferenciacéao de células Thl, enquanto DC2 favooedesenvolvimento de células
Th2.

Durante a apresentacdo antigénica, a interacde ant€lula dendritica e o
linfécito T virgem, mediada por moléculas de adesicco-estimulatorias, €
fundamental para o inicio da resposta imune prama#&iém das interacdes ICAM-
1/LFA-1 e LFA-3/CD2, foi demonstrado recentemenie gm receptor de ICAM-3,
denominado DC-SIGNDOC-Specific ICAM-Grabbing Non-integjinexpresso por
células dendriticas, desempenha um importante papelestabelecimento do
primeiro contato entre células dendriticas e liné&T, uma vez que anticorpos anti-
DC-SIGN inibiram a proliferacdo de linfécitos T umida por células dendriticas
(Geijtenbeek et g12000a).

Também tém papel crucial nesta fase de apresendacantigeno ao linfocito
T as quimiocinas, que por serem proteinas quindagt regulam o trafego de
células nos 6rgéos linféides secundarios (Baggjdl®o8; Luster, 1998). Na malaria
experimental, a quimiocina DC-CK1 (CCL-18) produzjubr células dendriticas foi
capaz de aumentar a resposta de ceélulas TCD8+enat&specificas, quando
administrada juntamente com vacina de malaria, rewdge o potencial desta

quimiocina como adjuvante (Bruna-Romero et al. 3300
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A importancia das células apresentadoras de awggesm modelos
experimentais e, mais recentemente, com céluladritieas humanas diferenciadas
in vitro a partir de células mononucleares do sangue pedftem sido reconhecida
tanto na iniciacdo como na evolucéo da respostagrem doencas infecciosas.

Ha mais de vinte anos, Gimenez et al. (1987) jdanawbservado o baixo
namero de células de Langerhans dos pacientes @ivhdeonica, sugerindo uma
deficiéncia na apresentacdo de antigenos com pbgsigel na hiporeatividade dos
linfécitos T na infeccéo pd?. brasiliensis

O papel das células apresentadoras de antigencCNh éXperimental foi
investigado por Almeida et al. (1998), em modelginde suscetiveis e resistentes,
nos quais a gp43 é apresentada por diferentesaséttdnforme o padrdo de
suscetibilidade. Nos animais resistentes, houveesaptacdo preferencial por
macrofagos e células dendriticas estimulando augémde citocinas para a resposta
via Thl. Por outro lado, em animais suscetiveigpd3 foi preferencialmente
apresentada por células B ativando células doTtifb

Ainda nesta mesma linha de estudo Almeida & Lo@68Y), observaram que
as ceélulas dendriticas de camundongos suscet®®&&A) foram menos eficientes
que as ceélulas dos camundongos resistentes (A/&n)ensaios de proliferacdo
celular. Observaram ainda que, nos animais resgesteas células dendriticas foram
mais eficientes que macréfagos na estimulacdo difgpagdo de linfocitos.
Entretanto nenhuma diferenca significativa foi obbada na producéo de IFNeu
IL-2. A baixa eficiéncia de células dendriticas damundongos B10.A na
estimulacao de células T que secretam citocinasmtiiro sugerem que este efeito

possa estar envolvido na progressao da daangeo.
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Recentemente este mesmo grupo demonstrou quescdenariticas murinas,
ativadas por LPS e cultivadas na presenca de gp4ie ¢evedura dB. brasilienss,
apresentaram uma significativa reducdo tanto naresggo de moléculas co-
estimulatérias quanto na producdo de TdNFe de IL-12, o que poderia estar
relacionada a baixa resposta celular nos animaisd(ifa et al 2004).

Uma caracteristica das células dendriticas obsaryemt D’Ostiani et al.
(2000), foi a sua marcante plasticidade funcionaresposta as diferentes formas de
fungos. Em ensaios vitro, as células dendriticas foram capazeslideriminar as
leveduras das hifas d€andida albicans que foram internalizadas através de
diferentes receptores, e geraram respostas imuiséistak. A endocitose das
leveduras ativou células dendriticas com produgddLell2 e sensibilizou células
Th1l, enquanto as hifas inibiram estas duas funigdezindo a producao de IL-4.

Nesta mesma linha de investigacao, a atividadedoatde células dendriticas
do pulmao em resposta aos conidios e hifagspergillus fumigatuoi avaliada em
camundongos BALB/c por Bozza et. g2002). No estudo da internalizacao,
receptores e mecanismos fagociticos distintos fodemtificados para as diferentes
formas do fungo. Quando os receptores tipo ledqfitR e DEC-205) e opsoninas-
dependentes (CR3, ¥Rl e Ill) foram blogueados, observou-se uma irébigda
internalizacdo de conidios e hifas, respectivameilém disso, semelhante aos
resultados encontrados cofd. albicans a fagocitose dos conidios induziu a
producao de IL-12 e a de hifas, a producédo de ¢LH410.

O direcionamento para a resposta Thl apés a fagecde conidios dA.
fumigatusfoi observado também por Gafa et al. (2006), go®ram maturacao

completa e maior expressdo de CCR7 pelas céluladriieas. Posteriormente, o
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mesmo grupo demonstrou que essas células secretaviamocinas responsaveis
pela mobilizacdo de polimorfonucleares e célulatoehs de memoria (Gafa et al.,
2007).

O papel das células dendriticas como iniciadorasoduladoras da resposta
imune na coccidiodomicose foi recentemente estugaidoRichards et al. (2002).
Geradas a partir de mondcitos de pacientes comdiodomicose disseminada e ndo
respondedores ao antigeno @eccidioides immitisas células dendriticas desses
individuos foram pulsadas com antigeno coccidioidicinduziram proliferacdo de
linfécitos. Tais células maduras foram mais efimemas estimulacdes em relacéo as
células imaturas. Estes resultados mostram quélaas maduras tém capacidade de
estimular reposta imune especifica de pacientesreg§poondedores ao antigeno
coccidioidicoin vitro. Resultados semelhantes foram obtidos com maredpest de
Cryptococcus neoformargiRietrella et al., 2005) €. albicans(Pietrella et al., 2006).
Além disso, essas células podem ser usadas pagaiog@lr antigenos como
candidatos para o desenvolvimento de vacinas eugarao tratamento das infeccoes
fungicas como terapia alternativa.

A imunodepressdo antigeno-especifica observada mosaios de
linfoproliferagcdo, bem como o predominio de citasindo tipo Th2 nas formas
graves da doenca estimula o estudo do papel daksdalendriticas na possivel
modulacdo da resposta imune e na progressao dgadddeste contexto, uma vez
que as DCs desempenham papel impar na iniciacéspgasta imune especifica, o
estudo de possiveis mecanismos envolvidos no diragiento da resposta a

antigenos d@ brasiliensisorna-se de grande interesse.
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Considerando a importancia das ceélulas dendrifieagmunidade adquirida,
documentada em camundongos resistentes pela &ficipresentacdo de antigenos e
estimulo a producao de citocinas de padrdo Thhderse investigar seu papel na

PCM humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar as caracteristicaa vitro de células dendriticas derivadas de

monaocitos de pacientes com paracoccidioidomicose.

2.2 Especificos

a) Diferenciarin vitro células dendriticas a partir de mondcitos do sangu
periférico de pacientes com paracoccidioidomicose;

b) Analisar as caracteristicas das células dendritieesadas de mondcitos de
pacientes com paracoccidioidomicose, com relac@&xpiessdo de moléculas de
superficie e a producao de citocinas e quimiocinas;

c) Comparar as diferencas entre as células dendritieagpacientes com

paracoccidioidomicose e as células dendriticasdigiduos sadios.



CASUISTICA
MATERIAIS E METODOS
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3. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foram incluidos no estudo 20 (vinte) pacientes B@i ativa (AP), 25 (vinte
e cinco) pacientes com PCM tratada (TP) e 25 (\@ntenco) individuos sadios para
constituicdo do grupo controle (CO). Os pacientesarh provenientes do
Ambulatorio de Micoses Sistémicas ou da EnfermaaaClinica de Moléstias
Infecciosas Parasitarias do Hospital das ClinicasFdculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo e participaram do estadiontariamente (CAPPesq
1087/04), apos preenchimento de consentimento nid@do, de acordo com a
resolucdo No. 196/96 do Ministério da Saude, sgi@equisa envolvendo seres

humanos.

3.2 Critérios de inclusdo

Os seguintes critérios de inclusao foram utilizados
a. PCM ativa (AP): identificacdo d®@. brasiliensispor exame micolégico e/ou
histopatoldgico e/ou presenca de anticorpos séant$. brasiliensiscom titulos>

32 (contraimunoeletroforese).
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b. PCM tratada (TP): presenca de anticorpos &ntbrasiliensiscom titulos<
4, em duas coletas num periodo de 6 meses, congaloemprovada no passado por
identificacdo do fungo por exame micolégico e/ostdpatologico e/ou presenca de
anticorpos séricos anfii: brasiliensiscom titulos> 32 (contraimunoeletroforese).

c. Grupo controle (CO): individuos considerados aaidem histdria prévia da
doenca, ndo sensibilizados em ensaios de linfdpragido frente a glicoproteina de
43 kDa deP. brasiliensise auséncia de anticorpos séricos Rntibrasiliensis
(imunodifusao).

Foram excluidos pacientes com comorbidade comadulose, neoplasias e
outras doencas infecciosas sistémicas agudas ecasprcomo histoplasmose,

aspergilose e leishmaniose.

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes com paracocéaidomicose ativa (AP) e
tratada (TP), e individuos sadios (CO), segundo géro, idade, grupo

e formas clinicas, aguda (AG) ou crénica (CR).

Género Idade Grupo
(%) (anos = DP) (n)
CO (25) AP (20) TP (26)
AG CR AG CR
Masculino 95,74% 45,6+13,6 22 2 16 3 22
Feminino  4,26% 45,2+10,2 3 1 1 0 1
Total (n) 71 25 3 17 3 23

#DP = desvio padréo



Casuistica, Materiais e Método49

3.3 Diferenciacéo das células dendriticas derivadatke mondcitos aderidos

a placa de cultura(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994)

Para a obtencédo de células dendriticas derivadawdécitos (DCs), cerca de
80 mL de sangue total de pacientes e individuomsddram diluidos a proporcao
de 1:2 em meio RPMI 1640 e as células mononucledoesangue periférico
separadas por gradiente de Ficoll-Hypaque densitl@d&~ 1.078 (centrifugacéo a
1250 g por 20 minutos a 10 °C). Apds dois ciclosastagem (centrifugacdo a 300 g
por 10 minutos a 10 °C), as células mononuclearas ajustadas a concentracéo de
1 x 10 células/mL e incubadas em meio RPMI 1640 3% 5 % de C@por 2
horas em placas de 6 pocos, acrescentando-se 1@&ansuspensao celular/poco.
Apo6s incubacao, células ndo aderentes foram rasradas células aderentes foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 40ningle gentamicina, 200
mM de L-glutamina e 10 % de soro fetal bovino, eodb 50 ng/mL de GM-CSF e
50 ng/mL de IL-4 recombinantes. No dia 3, as caKureceberam reforco das
citocinas recombinantes em meio RPMI 1640 supleadentom L-glutamina e soro

fetal bovino.
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3.4 Diferenciacdo das células dendriticas derivadade mondcitos por

selecdo magnética positiva de células CD14

As células mononucleares foram separadas por gtadée Ficoll-Hypaque,
como descrito no item 3.3, a partir de cerca dem®@0de sangue periférico de
pacientes com PCM tratada e individuos sadios. Aygddois ciclos de lavagem e
ajuste & concentracdo de 1 x' &lulas/mL em meio RPMI 1640, a suspensao
celular foi dividida em duas partes idénticas. Udas partes foi distribuida em
placas de 6 pocos e incubadas 3% 5 % de C@por 2 horas para aderéncia das
células, e processadas como no item 3.3. Paraletapreeoutra parte foi ressuspensa
em 80pL de solucdo de PBS com 0,5% de albumina séricenb@/2 mM de EDTA
para cada 1 x 1@lo total de células. A marcacédo das células flizada com 2QiL
de CD14 micropérolagHuman CD14 MicrobeaddMiltenyi Biotec) para cada 1 X
10" do total de células e incubacéo por 15 minutos’@,4segundo indicacdes do
fabricante. Adicionou-se 1 a 2 mL do tamp&o padachx 10 do total de células e
centrifugou-se a 300 g por 10 minutos para retigelaxcesso de micropérolas nao-
ligadas as células. O sobrenadante foi retiradaéhsas ressuspensas em %00
para cada 1 x £odo total de células e essa suspensdo foi aplieataoluna
magnética tipo MS acoplada ao aparato separadaioACS, Miltenyi Biotec).

As células marcadas com as micropérolas ficarailageha coluna, enquanto que as
ndo-marcadas foram coletadas em um tubo fixadox@b@dé coluna. As células
CD14" foram recuperadas em outro tubo apos retiradaolfizna do aparato e

subsequente lavagem desta com o tampéao.
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As células CD14 foram contadas, ajustadas & concentracdo de 1°x 10
células/mL, ressuspensas em meio RPMI 1640 supted@rcom 40 mg/mL de
gentamicina, 200 mM de L-glutamina e 10% de sotal fbovino, contendo 50
ng/mL de GM-CSF e 50 ng/mL de IL-4 recombinantegdis&ribuidas em placas de 6
pOGOS.

No dia 3, as duas culturas, de células aderentedutas CD1%, receberam
reforco das citocinas recombinantes em meio RPMIO18uplementado com L-

glutamina e soro fetal bovino.

3.5 Estimulo das células dendriticas

Ao dia 6 do ensaio, as DCs diferenciadas a patmdndcitos aderidos a placa
de cultura (CD11¢CD14d/CD14) foram contadas, ressuspensas em meio RPMI
1640 suplementado com 40 mg/mL de gentamicinan®@0de L-glutamina e 10 %
de soro fetal bovino, contendo 50 ng/mL de GM-CSK(Ce ng/mL de IL-4
recombinantes, e ajustadas a concentracdo de f séllfas/mL em placas de 24
pocos. As DCs foram tratadas com 50 ng/mL de BNBPC+TNF) ou deixadas sem
tratamento (NDC), e mantidas a%€7e 5 % de Cgpor 48 horas.

No dia 8, as células foram marcadas para analisxpt@ssao de moléculas de
superficie com o anticorpo anti-molécula de intsgese 0s sobrenadantes das
culturas foram coletados e armazenados a -70 °@ pasterior dosagem da

citocinas.
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3.6 Estimulo de células dendriticas de individuos adios com
sobrenadantes da cultura de células dendriticas dgacientes com PCM

tratada

As células dendriticas de pacientes com PCM tratdudislas paralelamente
pelo método de aderéncia e por separacdo magrpEgiava foram ajustadas a
concentracdo de 1 x 1@élulas/mL em placas de 24 pocos e estimulad®s da
com 50 ng/mL de TN+ ou deixadas sem tratamento, e mantidas ¥3¥5 % de
CO, por 48 horas. No dia 2 da cultura de células déeptas, deu-se inicio aos
mesmos procedimentos para a cultura de célulasndibdduos sadios. O dia 6
dessas culturas coincidiu com o dia 8 das cultdeasélulas dos pacientes. Nesse
momento, as células dendriticas dos pacientes foemtnifugadas, os sobrenadantes
das culturas foram coletados e as células forantadas com anticorpos anti-
moléculas de superficie para andlise por citomedgafluxo. As células dos
individuos sadios foram ajustadas & concentracaoxde® células/mL em placas de
24 pocos e estimuladas com 50 ng/mL de Th\fEom o sobrenadante das culturas
dos pacientes (80% do volume final) adicionados@u de 50 ng/mL de TN&; ou
deixadas sem tratamento, e incubadas a 37° C e &% por 48 horas. O
sobrenadante sobressalente foi armazenado a 708r&C posterior dosagem de
citocinas.

Apos 48 horas de incubacao, as células dos indigidadios foram marcadas
com anticorpos anti-moléculas de superficie, easenadantes das culturas foram

coletados e armazenados a -70° C para posteriageimsda citocinas.
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3.7 Caracterizacdo das células dendriticas

No dia 8 das culturas, as DCs foram recuperadasseispensas em solucéo de
PBS com 1% de soro fetal bovino, e os sobrenadategelados para posterior
dosagem de citocinas. As células foram ajustadameéentracdo de 1@élulas/100
puL em microtubos, um para cada dupla de anticorptshelécula de superficie. As
DCs foram caracterizadas através da analise dessgw dos seguintes anticorpos
anti-molécula de expressdo humana marcados comasedromos FITC ou PE, nas
guantidades recomendadas pelos respectivos fatascaanti-CD11c-FITC, anti-
HLA-DR-FITC, anti-CD1la-PE, anti-CD86-FITC, anti-CD®E, anti-CD14-FITC
(Caltag]) ou anti-DC-SIGN-PE (R&D Systern, além dos controles de isétipos,
IgG1-FITC e IgG1-PE.

Os microtubos com as células adicionadas de aptisdioram incubados a 4
°C e protegidos de luz por 30 minutos. O excess@rdigorpos ndo-ligados as
células foi retirado com 3 ciclos de lavagens coincgio de PBS com 1% de soro
fetal bovino e centrifugacdo de 300 g por 10 misuths DCs foram finalmente
ressuspensas em solucéo fixadora de PBS com 2%cdsege 1% de formaldeido e
mantidas a 4 °C até aquisicdo em citdmetro de fluxo

Para a analise no citdmetro de fluxo, as célulesriacentrifugadas a 300 g por
10 minutos e ressuspensas em tampao PBS. Os desul@btidos foram
representados pela porcentagem de células posigvdstensidade Meédia de

Fluorescéncia (IMF) para cada molécula estudada.
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3.8 Detecgéo das citocinas IL-10, 1L-12p40, IL-12/97 IL-1 e IFN-y em

sobrenadantes de cultura

A deteccdo dos niveis de citocinas IL-10, IL-12pdB12p70, IL-13 e IFN+y
(BD Biosciencesl) em sobrenadante de cultura foi realizada em erd®&iELISA,
utilizando-se anticorpos especificos para capturdeteccdo destas substancias,
segundo o fabricante.

Os anticorpos monoclonais de captura anti-IL-1@;lan12p40, anti-IL-12p70
anti-IL-13 ou anti-IFNy humanos 1:250 foram diluidos em tampéo Carbonato d
sédio 0,1 M, pH 9,5 e aplicados B/poco em microplaca de meia-area de 96
pocos. A microplaca foi selada e incubada por ¥asa 4C.

A microplaca foi aspirada e lavada trés vezes c8& €om 0,05% de Tween-
20, pH 7,2= 7,4; e ap6s a Ultima lavagem, a microplaca foeitida e batida
levemente sobre papel absorvente para remover uossidOs pocos foram
bloqueados com 15QL/po¢co de PBS com 10% de soro fetal bovino, pH &,0
incubados por uma hora a temperatura ambiente.

Apoés esse intervalo, o procedimento de lavagendaitioi repetido. As
amostras foram diluidas 1:2 em PBS com 10% defstabbovino e estas aplicadas
50 pL/poco, em duplicata. A curva padrao recomendaaiasieu ponto mais alto em
500 pg/mL para IL-10, IL-12p70 e ILB1 2000 pg/mL para IL-12p40 e 1000 pg/mL
para IFNy, com seis pontos em diluicdo seriada; as diluigdemm aplicadas 50

puL/poco em duplicata de cada concentragéo, plAH0oco em duplicata de PBS com
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10% soro fetal como um dos controles (“branco”) rdacdo. A microplaca foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente.

Passadas 2 horas, o procedimento de lavagem felidepcinco vezes. Para
IL-10, IL-12p40, 1I-12p70 e IFNs os anticorpos monoclonais biotinilados de
deteccdo anti-IL-10 ou anti-IL-12p40 ou anti-IL-TZ®p ou anti-IFNy humanos
foram diluidos 1:250 em PBS com 10% de soro fetslifm e nesta solucdo, a
estreptoavidina-HRP (estreptoavidinarseradishperoxidase conjugada), também a
1:250. A solucéao foi aplicada ®0/poco e a microplaca foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente. Para I3;10 anticorpo monoclonal biotinilado anti-131
humana de deteccéo foi diluido 1:250 em PBS com d@é%oro fetal bovino e
aplicado 5QuL/poco; a microplaca foi incubada por uma hora.

Para IL-10, IL-12p40, IL-12p70 e IFN- o procedimento de lavagem foi
repetido, sete vezes, deixando 0s po¢cos com o taap&EB0 segundos a 1 minuto
entre cada lavagem. Para IB;1a estreptoavidina-HRP foi diluida 1:250 em PBS
com 10% de soro fetal bovino e aplicadogibfpoco; a microplaca foi incubada por
30 minutos a temperatura ambiente, repetindo oegioento de lavagem, sete
vezes, ao final do intervalo de tempo determinado.

Foram adicionados 5@L/poco do substrato tetrametilbenzidina (TMB) e
peroxido de hidrogénio e a microplaca foi incubada 30 minutos a temperatura
ambiente, protegida da luz. Foram entdo adiciond8gd./poco de HSO, 2 N para
parar a reacdo e a leitura da absorbancia da rmaceoprealizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onde de 450snbtraida desse resultado, o

valor a 570 nm.
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Os resultados sdo automaticamente calculados peftware” SoftMax Pro,

em “pg/mL”.

3.9 Deteccao da quimiocina CCL18 em sobrenadantes dultura

Os procedimentos realizados para o ensaio de dosdgeuimiocina humana
CCL18 foram recomendados pelo fabricante (R&D 3ysid.

O anticorpo monoclonal anti-CCL18 humana de captoirailuido em PBS
pH 7,2= 7,4 a concentracao final deuty/mL e aplicados 5QlL/po¢o a microplaca
de 96 pocos. A microplaca foi incubada por 18 hartsmperatura ambiente.

A microplaca foi aspirada e lavada com PBS com%,d& Tween-20 pH 7,2
~ 7,4 por trés vezes; ao final da ultima lavagerspgracéo, inverteu-se a microplaca
e bateu-se levemente sobre papel absorvente pacaeeresiduos. Os pocos foram
bloqueados com 150L/poco de PBS com 1% de albumina sérica bovina f2H7
7,4 e incubados por no minimo uma hora a temperatubiente.

O procedimento de lavagem e aspiracdo da microplaeicaepetido. As
amostras foram diluidas 1:4 em PBS com 1% de alusérica bovina e aplicados
50 pL/poco, em duplicata. A curva padrao recomendaaiasigu ponto mais alto em
500 pg/mL e seis pontos em diluicdo seriada com &B% 1% de albumina sérica
bovina; para cada diluicdo foram aplicados |HOpoco em duplicata de cada

concentracdo, e 50l /po¢co em duplicata de PBS com 1% de albuminaa&dwina
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como “branco” da reacdo. A microplaca foi incubgma 2 horas a temperatura
ambiente.

Apos as 2 horas, o processo de lavagem e aspidagddicroplaca foi repetido.
O anticorpo monoclonal biotinilado anti-CCL18 huradai diluido em PBS com 1%
de albumina sérica bovina a concentracao finaldegdmL e aplicados 50L/poco
desta solucdo. A microplaca foi incubada por 2 iareemperatura ambiente.

Passadas 2 horas, o processo de lavagem e aspdacaacroplaca foi
repetido. A estreptoavidina-HRP foi diluida 1:250 &BS com 1% de albumina
sérica bovina, aplicados 30/poco desta solugédo e a microplaca, incubada @or 2
minutos a temperatura ambiente, protegido da loZial desse intervalo de tempo,
0 processo de lavagem e aspiracdo foi repetidejrfoaplicados 5QL/poco de
substrato TMB e peréxido de hidrogénio e a microglancubada por mais 20
minutos a temperatura ambiente, protegido da luz.

Foram adicionados 2%iL/pogco de HSO, 2 N e realizada a leitura da
absorbancia da microplaca em espectrofotdmetroongpemento de onda de 450
nm e subtraido desse resultado, o valor a 570 nm.

Os resultados sdo automaticamente calculados peftware” SoftMax Pro,

em “ng/mL”.
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3.10 Analises dos resultados

Para a observacdo das variacOes estatisticamamidicsintes, utilizou-se o
teste de Kruskall-Wallis, seguido de poOs-teste darDpara as diferencas entre os
grupos, e o teste de Mann-Whitney para as difeseagtre células tratadas ou néo-
tratadas com TNI& e/ou sobrenadantes de culturas, calculados navaseft
GraphPad-Prism 5. Os resultados foram representans média com erro padréo

da média (SEM) e valores @g&0,05 foram considerados significantes.
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3.11 Esquema geral dos experimentos

3.11.1 Experimento principal

Dia 0 Coleta do ) Inicio Qa~
sangue diferenciacéo

, Reforgo de citocinas
Dia 3 recombinantes e meig

, Estimulo de DCs:
Dia 6 S |rr_1ruN<|):_ae S

: Citometria de Coleta de
Dia 8 fluxo: marcagéo sobrenadantes d

de moléculas de DCs para ELISA

superficie de citocinas
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3.11.2 Experimento secundario
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacao dos ensaios de diferenciacdo édutas dendriticas

Com o objetivo de padronizar o protocolo de diferagéo de células
dendriticas (DCs), experimentos preliminares foraalizados no sentido de avaliar
a capacidade de diferenciacdo de DCs a partir deatos bem como reconhecer o
perfil de células dendriticas nio-tratadas (nD@)1L", CD1d, CD14, e células
ativadas por TN+ (DC+TNF), CD11&, HLA-DR"" CD86"" e CD14. Para tanto
avaliamos a expressdo de moléculas de superfiraetedsticas e constitutivas das
DCs, quais sejam CD11c, CDla e HLA-DR, e postermtie, as co-estimulatorias
CD86 e CD80, e DC-SIGN.

A Figura 1 ilustra o perfil celular tipico obtidammpcitometria de fluxo, em
andlise de “density plot” com relagdo as caradieas de tamanho (eixo de
abscissas) e granulosidade (eixo de ordenadasgr¥@bse a presenca de pelo menos
2 populagbes distintas, uma delas menor e menaosiigea, constituida por restos
celulares e linfocitos, e, em destaque, uma pogalale células maiores e mais
granulosas, apresentando caracteristicas de mosOEista populacéo foi definida
como nossa populacao de estudo, delineada pel&arégate’), sendo que para 0s
experimentos foi considerado um minimo de 10.00@n®s presentes nesta

populacao.
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Também foi analisada a expressao de marcadordareslurepresentados sob
a forma de percentual de células positivas (FifiAx e Intensidade Média de
Fluorescéncia (IMF) (Figura 2B). A Figura 2 ilustren resultado representativo de
experimentos realizados com células de 3 individadsos (variagdo <10%).

Observa-se que células expressando a molécula Cbadbcteristica de DCs
de origem mielbide, constituem quase que a tow@didia populacdo estudada (no
minimo 70% do total de células presentes gat€), tanto de nDC quanto de
DC+TNF. Além disso, observou-se a presenca de wgagma quantidade de células
positivas para CD14 (cerca de 1 a 2%), expressanamocitos, mas ausente em
células dendriticas, refletindo a presenca de agueelulas que nédo sofreram
diferenciacdo (dados ndo mostrados). Tomados erjurton e considerando a
expressdo de CDllc e CDla e baixa expressdao de @Btb$ resultados
demonstram que houve uma diferenciacdo expressi@apélo menos 95%) de
células dendriticas a partir dos monadcitos de sapguférico.

A andlise da intensidade média de fluorescéncid)Ipara estes marcadores
demonstra que a presenca de TdNFeva ao aumento da expressdo da molécula
MHC-classe II, para a qual foi utilizado anticorpati-HLA-DR, observou-se a
expressdo desta molécula em cerca de 80% das scélnddisadas. Além disso,
também se observou aumento tanto na porcentagesg@laleas positivas quanto na

IMF da molécula CD86 ap6s o tratamento com TiNF-
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Figura 1: Perfil em citometria de fluxo de célulasdendriticas derivadas de
monacitos de sangue periférico de individuo sadio

Perfil caracteristico de populacbes celulares ptesena cultura de células
dendriticas derivadas de mondcitos em analise pometria de fluxo, segundo
caracteristicas de tamanho (abcissa) e granulesidacienada). A populacdo
delineada pela area R1g@te) representa células com caracteristicas de mtwsjci
considerada como populacéo de estudo.



Resultados|35

100
80
60

anDC

40 @ DC+TNF

20

Porcentagem de Células Positivas

0 — — —

CD11c CD1la CD86 HLADR

180
160
140
120

100
OnDC

BDC+TNF

IMF

80 —
60
40
20

0 S — S —

CD1lc CD1la CD86 HLA DR

Figura 2: Diferenciagéo de células dendriticas deradas de mondcitos

Andlise de percentual de células positivas (A) & i) para os marcadores CD11c,
CD1a, CD86 e HLA-DR, analisadas em populacdo didima area R1 ¢ate).
Células nao-tratadas (nDC) originam-se de mondestimulados para diferenciacao
em células dendriticas, obtidas nb dia de cultura e sem aplicacdo de outro
tratamento e, quando tratadas com TiNper 48 horas, se tornam células ativadas
(DC+TNF). Resultados de um individuo sadio (repredero de 3 experimentos
isolados de 3 individuos sadios, com variacao <10%)
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4.2 Comparacdo da expressdo de moléculas de supadi de células
dendriticas derivadas de mondcitos entre grupos dedividuos sadios e

pacientes com PCM

Apés a padronizacdo dos protocolos de diferenciagddivacdo das DCs
derivadas de mondcitos, procedeu-se a analise geesséo de moléculas de
superficie por citometria de fluxo, comparando-ge@entagem de células positivas
e a Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) da cadlécula estudada entre os
grupos de 17 individuos sadios (CO), 20 pacientes €CM ativa (AP) e 21

pacientes com PCM tratada (TP).
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4.2.1 Expressao da molécula CD11c

Na Figura 3, estdo representados os resultadosvaldlse na analise da
expressdo da molécula CD11lc. Nao encontramos ugase significativas nos
percentuais de ceélulas positivas para a molécuit tantre os diferentes grupos
estudados quanto entre os estimulos utilizadosi@igA). Comprovou-se também
que as células-alvo do trabalho sdo células derafripela elevada porcentagem
média de positividade de CD11c e expressdo de GBl% (molécula caracteristica

de mondcitos — dados ndo mostrados).
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Figura 3: Percentual de células CD11lc positivas (A) e IMP @@ células

dendriticas néo-tratadas (nDC) e ativadas com dGiNfer 48 horas (DC+TNF), de
17 individuos sadios (CO), 20 pacientes com PCMaaihP) e 21 pacientes com
PCM tratada (TP). Resultados representados com@roéch erro padrdo da média .
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4.2.2 Expressao da molécula CDla

No estudo da expressdo da molécula CDla (Figurad®,se observaram
diferencas significantes entre os grupos quantareeptagem de células positivas ou
a IMF, embora o grupo CO tenha apresentado pewremfativamente mais elevado
que 0S outros grupos.

Quanto a IMF, DC+TNF de todos os grupos expressananos CDla que as
células ndo-tratadas (nDC), porém, sem haver diferestatisticamente significante

(Figura 4B).
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Figura 4: Percentual de células CD1la positivas (A) e IMFdB)élulas dendriticas
nao-tratadas (nDC) e ativadas com T&per 48 horas (DC+TNF), de 17 individuos
sadios (CO), 20 pacientes com PCM ativa (AP) e &diegptes com PCM tratada
(TP). Resultados representados como média com SEM.
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4.2.3 Expressao da molécula HLA-DR

A molécula de MHC-classe |l estudada, HLA-DR, espiesente
exclusivamente em APCs, sendo essencial na apaedente fracdes peptidicas dos
antigenos processados pelas DCs, com maior express&elulas amadurecidas e
ativadas com TNF= Assim, investigou-se a possibilidade de diferemepressoes
dessa molécula nos pacientes com PCM em relacaondivéduos sadios e 0s
resultados estdo representados a Figura 5. Obssevque o0 percentual de células
positivas para a molécula (Figura 5A) foi semelbath todos os grupos (cerca de
80%). A ativacdo com TNE-mostrou aumento significativo de células positinas
grupo CO =0,0496).

Na Figura 5B, estdo representados os resultadaandlise da IMF para a
HLA-DR. E possivel observar que as células dos agupO e AP parecem ter
comportamento semelhante, com IMF semelhante rseipca ou ndo de TNk-As
células do grupo TP, quando comparadas tanto auaRtg CO, expressam mais

HLA-DR, ativadas ou nag€0,05).
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Figura 5: Percentual de células HLA-DR positivas (A) e IMB) (de células
dendriticas néo-tratadas (nDC) e ativadas com GNfer 48 horas (DC+TNF), de
17 individuos sadios (CO), 20 pacientes com PCMaaiAP) e 21 pacientes com
PCM tratada (TP). Resultados representados comaancédh SEM e diferencas
estatisticamente significantes indicadas quap05.
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4.2.4 Expressao da molécula CD86

Durante a apresentacédo do antigeno, as DCs ligarossknfocitos através do
complexo MHC-peptideo e de moléculas co-estimukdprCD86 e CD80, que
definem o tipo de resposta efetora das ceélulas 8ss® modo, investigou-se a
expressao dessas moléculas em pacientes com PGMite@ncas em relagcdo aos
individuos sadios.

Na analise da expressdo da molécula CD86, obseerogue as células
ativadas com TNREx (DC+TNF) de todos os grupos apresentam percentigis
positividade mais elevados que as nao-tratadas (i@ seria esperado em funcao
da ativacdo pela citocina TNE- Estas células ndo-tratadas do grupo TP,
apresentaram percentuais de positividade signtBoaente maior que as células do
grupo CO (Figura 8A).

Na Figura 8B, ilustram-se os resultados da andistMF para CD86, onde é
possivel observar que DC+TNF dos grupos CO e TRsaptaram expressao
significantemente maior dessa molécula em relagdmad-tratadasp€0,0032 e
p=0,0269, respectivamente). Observa-se ainda quélaks do grupo TP quando
nao-tratadas expressam mais CD86 que as célulgsugo CO (<0,05) e quando

ativadas com TN, expressam mais que o grupo AR(,05).
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Figura 6: Percentual de células CD86 positivas (A) e IMF@B)células dendriticas
nao-tratadas (nDC) e ativadas com T&per 48 horas (DC+TNF), de 17 individuos
sadios (CO), 20 pacientes com PCM ativa (AP) e &diegntes com PCM tratada
(TP). Resultados representados como meédia com SHilrencas estatisticamente
significantes indicadas quange0,05.
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4.2.5 Expressao da molécula CD80

Juntamente com CD86, a molécula CD80 exerce papektimulatorio na
ligacdo entre as DCs e os linfocitos T, particimand definicdo da resposta efetora
contra os antigenos de. brasiliensisapresentados. Faz-se relevante, portanto, a
analise da expressao dessa molécula por DCs.

Foi observado que os percentuais de células pasipara CD80 foram baixos
em todos os grupos estudados e em ambos os tratasnten experimento (Figura
7A). Curiosamente, o percentual de células positpaga a molécula nos grupos CO
e TP foi significantemente mais elevado nas célnfstratadas que nas ativadas
com TNFa (p=0,0089 ep=0,0147, respectivamente), revelando um papel a ser
investigado dessa citocina sobre a expressao dé.CD8

Com relacdo a IMF, embora tenha havido decréscentecta de 80 para
60 no grupo AP, ndo foi observada diferenca estatiaente significante na

expressdo de CD80 entre células ndo-tratadasadasafFigura 7B).
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Figura 7: Percentual de células CD80 positivas (A) e IMF@B)células dendriticas
nao-tratadas (NDC) e ativadas com T&per 48 horas (DC+TNF), de 17 individuos
sadios (CO), 20 pacientes com PCM ativa (AP) e &dieptes com PCM tratada
(TP). Resultados representados como média com SHikérencas estatisticamente
significantes indicadas quangde0,05.
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4.2.6 Expressao da molécula DC-SIGN

A molécula DC-SIGN tem papel importante na ligagiinternalizacdo de
particulas antigénicas pelas DCs, e dessa mapeia, também modular a resposta
efetora de linfécitos T. A andlise da expressasalesolécula revelou percentuais de
células positivas semelhantes entre os grupos emgaracdo entre células néo-
tratadas (nDC) e células ativadas com TIN|PC+TNF) (Figura 10A).

Na Figura 10B, estdo representados os resultadesa@ese de IMF de DC-
SIGN. Comparativamente a porcentagem de célulagiasspara a molécula, a
expressado nas células de individuos sadios (C@)pacientes com PCM ativa (AP)
foi praticamente constante entre os dois tratarseutitizados. Observou-se ainda
que as ceélulas ndo-tratadas do grupo TP expresgaificeantemente mais DC-SIGN

que os demais grupos.
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Figura 8: Percentual de células DC-SIGN positivas (A) e INB) de células
dendriticas néo-tratadas (nDC) e ativadas com GNfer 48 horas (DC+TNF), de
17 individuos sadios (CO), 20 pacientes com PCMaafAP) e 21 pacientes com
PCM tratada (TP). Resultados representados comadancédn SEM e diferencas
estatisticamente significantes indicadas quadip05.
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4.3 Secrecao de citocinas por células dendriticas

As células dendriticas dos pacientes com PCM amdtigiduos sadios foram
deixadas em cultura por 48 horas, na presencamdaedNFe. Apos esse periodo,
0s sobrenadantes dessas culturas foram coletaosi®cinas IL-10, I1L-12p40, IL-
12p70 e IL-B e a quimiocina CCL18 foram dosadas por ELISA. Namm

observados niveis detectaveis das citocinas IL-Q2plL-13 (dados ndo mostrados).

4.3.1 Niveis da citocina IL-10

Na Figura 9, estdo representados os resultadoss#ayein da citocina IL-10.
Observou-se que as DCs nao-tratadas do grupo GiDzem significantemente mais
a citocina que as células dos grupos de pacienmi@sRCM ativa (AP) 1§<0,05),
porém, ndo foram observadas diferencas entre agaséhtivadas com TNE&-
(DC+TNF) de todos os grupos.

As células ndo-tratadas (nDC) de todos os grupmstseam mais IL-10 que as
suas correspondentes ativadas com BNEEO p=0,0421; AP p=0,0262; TP

p=0,0035).
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Figura 9: Niveis da citocina IL-10 (em pg/mL) em sobrenadarde cultura de
células dendriticas nao-tratadas (nDC) e ativada®m dNFa por 48 horas
(DC+TNF), de 14 individuos sadios (CO), 15 pacierdem PCM ativa (AP) e 21
pacientes com PCM tratada (TP). Resultados repasiesicomo média com SEM e
diferencas estatisticamente significantes indicagandgp<0,05.
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4.3.2 Niveis da citocina I1L-12p40

Assim como realizado para IL-10, foi dosada a ai@dL-12p40 por ELISA
de captura nos sobrenadantes de cultura de DCsatadas e ativadas com TNF-
por 48 horas.

Como mostrado na Figura 10, tanto DCs nao-trat§dB€) quanto DCs
ativadas com TNFede pacientes com PCM tratada (TP) secretaram lindigp40
que as células do grupo de pacientes com a doénga(AP) (<0,05 ep<0,01,
respectivamente). Quando observamos o efeito deempga de TN nas culturas,
observamos que essa citocina eleva significanteamergecrecdo de IL-12p40 em

todos os grupos quando comparadas as NBBQ,Q001 para todos 0s grupos).
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Figura 10: Niveis da citocina IL-12p40 (em pg/mL) em sobremaes de cultura de
células dendriticas nao-tratadas (nDC) e ativada®m dNFa por 48 horas
(DC+TNF), de 17 individuos sadios (CO), 20 pacierdem PCM ativa (AP) e 20
pacientes com PCM tratada (TP). Resultados repasiesicomo média com SEM e
diferencas estatisticamente significantes indicagandgp<0,05.
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4.3.3 Niveis da quimiocina CCL18

Foram observadas altas concentracdes da quimi@@ial8 nas células de
todos os grupos estudados, incluindo os individaaoios. Nao houve diferenca nos
niveis dessa quimiocina entre células nao-trat§dBE) e células ativadas com
TNF-a, como ilustrado a Figura 11. As células dos grugssdividuos sadios (CO)
e de pacientes com PCM ativa (AP) apresentarameotmacdes mais elevadas e

homogéneas, sendo que o grupo AP secretou sigridita&nte mais que o grupo TP

(p<0,05).
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Figura 11: Niveis da quimiocina CCL18 (em ng/mL) em sobrengtaunle cultura
de células dendriticas nao-tratadas (nDC) e attvaman TNFe por 48 horas
(DC+TNF), de 11 individuos sadios (CO), 13 pacierdem PCM ativa (AP) e 20
pacientes com PCM tratada (TP). Resultados repasiesicomo média com SEM e
diferencas estatisticamente significantes indicagandgp<0,05.
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Tabela 2. Sumario das analises estatisticas relaiy as diferencas entre as
culturas de células dendriticas nao-tratadas (nDCE ativadas com
TNF-a (DC+TNF), de pacientes com PCM ativa (AP) e PCM #atada
(TP), e individuos sadios (CO).

Variavel Grupo (n) Culturas Valor de p
1 Z
% HLA-DR CO (17) nDC DC+TNF 0,0496
% CD86 CO (17) nDC DC+TNF <0,0001
AP (20) nDC DC+TNF 0,0007
TP (21) nDC DC+TNF <0,0001
IMF CD86 CO (17) nDC DC+TNF 0,0032
TP (21) nDC DC+TNF 0,0269
% CD80 CO (17) DC+TNF nDC 0,0089
TP (21) DC+TNF nDC 0,0147
IL-10 CO (14) DC+TNF nDC 0,0421
AP (15) DC+TNF nDC 0,0262
TP (21) DC+TNF nDC 0,0035
IL-12p40 CO (17) nDC DC+TNF <0,0001
AP (20) nDC DC+TNF <0,0001
TP (20) nDC DC+TNF <0,0001

& culturas com maior valor
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Tabela 3. Sumario das analises estatisticas relaiy as diferencas entre os
grupos de individuos sadios (CO), pacientes com PChtiva (AP) e
PCM tratada (TP), segundo a cultura de células dendticas néo-
tratadas (nDC) e ativadas com TNFe (DC+TNF).

Variavel Culturas Grupos Valor de p
1(n) 2 (nf

IMF HLA-DR nDC CO (17) TP (21) <0,05
nDC AP (20) TP (21) <0,05
DC+TNF CO (17) TP (21) <0,05
DC+TNF AP (20) TP (21) <0,05
% CD86 nDC CO (17) TP (21) <0,05
nDC CO (17) TP (21) <0,05
IMF CD86 DC+TNF AP (20) TP (21) <0,05
nDC CO (17) TP (21) <0,05

IMF DC-SIGN
C-SIG nDC AP (20) TP (21) <0,05
IL-10 nDC TP (21) CO (14) <0,05
nDC AP (20) TP (20) <0,05
IL-12p40 DC+TNF AP (20) TP (20) <0,01
CCL18 nDC TP (20) AP (13) <0,05
DC+TNF TP (20) AP (13) <0,05

& grupos com maior valor
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4.4 Efeitos dos sobrenadantes de culturas de DCs pacientes com PCM

tratada sobre as DCs de individuos sadios

Os resultados obtidos na analise citométrica dagauas de superficie de
células dendriticas revelaram maior expressao addécolas HLA-DR (Figura 5),
CD86 (Figura 6) e DC-SIGN (Figura 8) nas célulagpdeientes com PCM tratada
em relacdo as células de pacientes com PCM aiivdivdduos sadios. Além disso,
células dendriticas de pacientes com PCM tratadbém secretaram mais IL-12p40
que as ceélulas de pacientes com a doenca ativaréFlg).

Objetivando-se esclarecer os possiveis fatoredeyaeiam a melhor ativacéo
das células dendriticas de pacientes tratados,nd@sle células de pacientes com
PCM ativa e de individuos sadios, prosseguiu-sa& @ssa etapa do estudo.

A cultura de DCs diferenciadas de mondcitos adseri@@laca pode conter
outras células mononucleares, principalmente litdécque, mesmo apos lavagens
para retirada dessas células, permanecem na irftubé€ o final do experimento e
representam cerca de 20% do total de células (d@@lmsnostrados). Foi realizada
entdo uma cultura paralela de mondcitos separadagneticamente com
micropérolas, que apresenta > 90 % de pureza.rRosiente, os sobrenadantes das
culturas de DCs de pacientes tratados, diferensitatdo por aderéncia quanto por
micropérolas, foram adicionados as culturas ddahle individuos sadios.

Para avaliar a influéncia de linfocitos remanessemias culturas de DCs,
realizou-se analise da expressdo de moléculas perfmie e da secrecdo de

citocinas nos sobrenadantes dessas culturas pSAELI
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4.4.1 Efeito dos sobrenadantes de culturas de DCe ghacientes sobre a
expressdo das moléculas de superficie de DCs de iwduos sadios

separadas por aderéncia ou por micropérolas

Nas Figuras 12 a 17, estdo representados os wmilde percentuais de
células positivas e IMF das moléculas CD11c, CPl#A-DR, CD86, CD80 e DC-
SIGN observados nas culturas de DCs de individadi®s (barras vazias - CO) e de
pacientes com PCM tratada (barras cheias - PA@aradas por aderéncia (a) ou
magneticamente por micropérolas (b). Foram feisaseguintes comparacdes entre:
DCs de individuos sadios (CO) e DCs de pacientA€)Pseparacao por aderéncia
(a) e separacdo magnética (b), DCs nao-tratadaS)(eIDCs ativadas com TNE-
(DC+TNF), DCs estimuladas com sobrenadante (SN e l8o-estimuladas, e DCs

estimuladas com SN de aPAC e DCs estimuladas coneSI¥PAC.
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Os percentuais de DCs positivas CD11c (Figura 128)1a (Figura 13A) e
HLA-DR (Figura 14A) foram altos como esperado mssas moléculas constitutivas
(>70%) e néo houve diferencas significantes naspeoagdes realizadas. Por outro
lado, a IMF de CD11c (Figura 12B) foi maior nas D@®-tratadas (nDC) obtidas
por aderéncia (a) em relacdo as DCs obtidas pamop#@mlas (b), com diferenca
significante p=0,0079) entre as células de CO, na presenca oden8obrenadantes
de PAC. Perfil semelhante foi observado na IMF @d&pelas células de CO\a
b), porém sem diferencas significantes (Figura 138 células de PAC nao
apresentaram diferencas significantes entre os dwtodos de separacdo de

monaocitos para a diferenciacao de DCs.
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Figura 12. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células CD11c positiygse IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poopdimlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNE- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenlif@s estatisticamente
significantes indicadas quangde0,05.
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Figura 13. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células CDla positivgse IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poopdimlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNE- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenlif@s estatisticamente
significantes indicadas quan@de0,05.
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Figura 14. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células HLA-DR pos#iyA) e IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poopdimlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNE- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenmigf@s estatisticamente
significantes indicadas quange0,05.
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Na analise dos percentuais de positividade da mlal€cD86 nas DCs (Figura
15A), observou-se que DCs de CO diferenciadas deodaitns aderidos (a)
apresentaram expressao mais elevada da moléculaDQge diferenciadas de
monaocitos separados magneticamente (b), tanto mparacao entre células nao-
tratadas (nDC) p=0,0317) quanto entre células ativadas com TINPC+TNF)
(p=0,0159). Essa citocina foi capaz de aumentar fssgniemente o percentual de
CD86 nas células obtidas pelos dois métodos emamlas DCs nao-tratadas (a:
p=0,0159 e b:;p=0,0317). Com relacdo a IMF de CD86, foi observadmento
significativo apenas entre DC e DC+TNF de célulatidas por aderéncia de
monacitos (a) de CQp€0,0079).

Como nos resultados anteriores (Figura 7), a m@aéCiD80 apresentou-se
com baixo percentual de positividade (<40%), conmesores valores na presenca
de TNFe, e a IMF, igualmente baixa, porém semelhante emastas situacdes
estudadas (Figura 16).

A molécula DC-SIGN, na primeira etapa do estudguf 8A), apresentou
percentual de positividade nas células de todaglugms estudados de cerca de 50%.
Na segunda etapa (Figura 17A), foram observadosacde 60% de células
marcadas, de PAC e de CO. Observou-se, porémagqueeim ndo houve diferencas
tanto entre PAC e CO quanto entre os diferentésnientos e diferentes métodos de
diferenciacdo de DCs. Quanto a IMF de DC-SIGN, taimm&ao foram observadas
diferencas com significancia estatistica nas coag@ms estudadas, porém notou-se

discreto aumento nas células de CO em relacédo asiB@AC (Figura 17B).
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Figura 15. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células CD86 positidse IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poop@mlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNEB- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenlif@s estatisticamente
significantes indicadas quangde0,05.
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Figura 16. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células CD80 positise IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poopdimlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNE- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenlif@s estatisticamente
significantes indicadas quangde0,05.
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Figura 17. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre o percentual de células DC-SIGN pasiti(A) e IMF (B) de células
dendriticas, separadas por aderéncia (a) ou poop@mlas (b), ndo-tratadas (nDC)
e ativadas com TNB- por 48 horas (DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO)
Resultados representados como média com SEM eenmigf@s estatisticamente
significantes indicadas quange0,05.
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4.4.2 Efeito dos sobrenadantes de culturas de DCe ghacientes sobre a
secrecado de IL-10 e IL-12p40 por DCs de individuasadios separadas por

aderéncia ou por micropérolas

Além de observar as diferencas na expressao decufedéde superficie entre
DCs de pacientes e individuos sadios, fez-se igraknpertinente a avaliacdo da
secrecdo de citocinas por essas células. Parg tantmbrenadantes as culturas de
células incubadas nas condicbes mencionadas anterite (item 3.6 de Métodos)
foram coletados apds 48 horas e entdo foram rdakzas dosagens de IL-10, IL-
12p40 e IFNy por ELISA de captura. Os ensaios para dosageni-Mde/ nao
revelaram niveis detectaveis dessa citocina (da@losnostrados).

Na Figura 18, estdo representadas as dosagens-X& Roram observados
niveis heterogéneos dessa citocina nas culturasgcoacentracdes maiores no grupo
de individuos sadios (CO), porém, sem diferenctgisticamente significantes. As
culturas de DCs de pacientes (PAC) apresentararmisnigduzidos e semelhantes
entre si, sendo que as DCs ndo-tratadas separadgmeiicamente (nDC-bPAC) néo
apresentaram niveis detectaveis de IL-10. As ®ldaCO separadas por aderéncia
(a) parecem sofrer mais a a¢do dos sobrenadanted@ecom niveis aumentados
quando ndo-tratadas (nDC-aCO+SN aPAC e nDC-aCOFHChem relacdo a DC
aCO, e ndo-detectaveis ou reduzidos na presencEN&en (DC+TNF-aCO+SN
aPAC e DC+TNF-aCO+SN bPAC, respectivamente), amaa sem significancia
estatistica. As células de CO separadas magnetitar(i®, por outro lado, parecem

nao sofrer influéncia dos sobrenadantes das csltlgaPAC, uma vez que 0s hiveis
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de IL-10 foram semelhantes aos observados nagasikem sobrenadantes, tanto de

DCs nao-tratadas (nDC-bCO) quanto de ativadas déRal(DC+TNF-bCO).
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Figura 18. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre a secrecédo de IL-10 por células decasitseparadas por aderéncia (a)
ou por micropérolas (b), ndo-tratadas (nDC) e dagacom TNFa por 48 horas
(DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO). Resultadgs@sentados como média com
SEM e diferencas estatisticamente significantescamhs quand@<0,05 (ND =
niveis ndo-detectados).
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Na Figura 19, estdo representados os resultadmoslitios ensaios de ELISA
para a dosagem de IL-12p40 nos sobrenadantes tigasude DCs nao-tratadas
(nDC) e ativadas com TN&{DC+TNF), diferenciadas de mondcitos aderido®(g)
separados magneticamente (b), de pacientes (P&@mé&duos sadios (CO).

Como nos resultados apresentados a Figura 10,volbisse que DC+TNF de
CO e PAC secretaram significantemente mais IL-12p#as nDC. Na comparacao
entre os métodos de obtencéo de DCs, observoueseaguculturas DC de CO e de
PAC, ndo houve diferenca entre “a” e “b”. Quanduaatas com TNFy, as DCs de
CO derivadas de mondcitos aderidos (aCO) apresemtaiveis maiores da citocina
que as celulas diferenciadas de mondcitos separatsgneticamente (bCO)
(p=0,0159).

Os sobrenadantes de culturas de DCs néo-tratad@sCéaPAC e bPAC) ndo
apresentaram altas concentracdes de IL-12p40, pp@iecem aumentar a producao
dessa citocina quando adicionados as culturas deriaG-tratadas de aCO (nDC-
aCO+SN aPAC e nDC-aCO+SN bPAC). Nao foi observadéeremca
estatisticamente significante devido a variacdo wiegis da citocina entre uma
cultura e outra que levou a um alto erro padraomdalia (SEM). Quando os
sobrenadantes de DC+TNF de aPAC e DC+TNF de bPAg&nfadicionados as
culturas DC+TNF de bCO, foram observados aumergod.-d2p40 em relacdo as
células ativadas nao-estimuladas (DC+TNF-bCO), smmificancia estatistica para
aPAC 0=0,0159). Nao foram observadas diferencas sigmifésaentre os niveis

dessa citocina na comparacao entre culturas de d&dPAC.
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Figura 19. Efeito de sobrenadantes (SN) de culturas de 5masieom PCM tratada
(PAC) sobre a secrecao de IL-12p40 por célulasritecasd, separadas por aderéncia
(a) ou por micropérolas (b), ndo-tratadas (nDChvadas com TNFx por 48 horas
(DC+TNF), de 5 individuos sadios (CO). Resultadgsesentados como média com
SEM e diferencas estatisticamente significantescanths quand<0,05 (ND =
niveis ndo-detectados).
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Tabela 4. Sumario das analises estatisticas relaiy as diferencas entre as
culturas de células dendriticas ndo-tratadas (nDC ativadas com
TNF-a (DC+TNF), de 5 pacientes com PCM tratada (PAC) eal5
individuos sadios (CO), separadas por aderéncia (apu por
micropérolas (b).

Variavel  Grupo Culturas Valor de p
1 V4
IMF CD11c (6{0) b-nDC a-nDC 0,0079
b-nDC+SN aPAC a-nDC+SN aPAC 0,0079
b-nDC+SN bPAC a-nDC+SN bPAC 0,0079
% CD86 CcoO b-nDC a-nDC 0,0317
a-nDC a-DC+TNF 0,0159
b-nDC b-DC+TNF 0,0317
b-DC+TNF a-DC+TNF 0,0159
IMF CD86 CO a-nDC a-DC+TNF 0,0079
IL-12p40 CcoO a-nDC a-DC+TNF 0,0358
b-DC+TNF a-DC+TNF 0,0159
b-DC+TNF b-DC+TNF+SN aPAC 0,0159
PAC a-nDC a-DC+TNF 0,0179
b-nDC b-DC+TNF 0,0358

& culturas com maior valor
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5. DISCUSSAO

As células dendriticas (DCs) sao consideradas eqedoras de antigenos
“profissionais”, relacionando a resposta imunednatresposta imune adaptativa.
Essas células ganharam maior destaque nos estpdotrala década de 90, quando
se desenvolveram meios de diferencia-las a patmanocitos do sangue periférico

(Sallusto e Lanzavecchia, 1994; Romani et al., 198drner et al., 1999).

Grandes avancos tém sido alcancados no conhecimaatointeracao
hospedeiro-parasito da PCM (Oliveira et al., 200alvi et al., 2003; Cavassani et
al., 2006; Ferreira et al., 2007), porém os meoamssque envolvem o destino da
infeccdo e sua evolucdo para doenca em suas dédsrapresentacdes clinicas em
humanos ndo sédo conhecidos (Sadahiro et al, 20@&tini et al, 1994, Martinez e
Moya, 1992.). Tem-se descrito recentemente novasanm@mos de modulacdo da
resposta imune celular que podem conferir maiost&wia ao hospedeiro em varias
micoses (Richards et al., 2002; Pietrella et &lQ8 Gafa et al., 2007). As células
dendriticas, por serem excelentes apresentadoragntigenos, poderiam ser
manipuladas na tentativa de modular a respostdaceddaptativa frente a fracdes
antigeno-especificas, através do estimulo de ltocpara um perfil Thl de
citocinas. O significado do nimero aumentado de DGssangue periférico de
pacientes com PCM ativa (Cavassani et al., 20@B geu papel na doenca humana
esta longe de ser esclarecido. Neste contexto,esepte trabalho pesquisou as
caracteristicasn vitro de células dendriticas derivadas de mondcitos @& P

humana.
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Realizou-se a padronizacdo da diferenciacdo ecativdas DCs néo-tratadas
tendo sendo possivel obter células dendriticastat ga mondécitos de pacientes com
PCM e individuos sadios. As caracteristicas prépradessas células foram
confirmadas por citometria de fluxo, através ddisa@le uma populacdo delineada
por tamanho e granulosidade (Figura 1), e expredadomoléculas de superficie
marcadas com anticorpos especificos. Além dispoptocolo de ativacdo com TNF-
a recombinante para a maturacao dessas célulaanibiém eficiente, resultando em
células maduras, com alta expressédo da molécutatoaulatéria CD86 e do MHC-
classe Il, HLA-DR (Figura 2).

Com o sucesso nas etapas de diferenciacdo e atidec®Cs derivadas de
monaocitos, iniciaram-se 0s experimentos para asendh expressado de moléculas de
superficie de DCs de pacientes com PCM ativa adiadaa comparada ao perfil
observado em células de individuos sadios. Ostaelad obtidos por citometria de
fluxo mostraram que as moléculas CD11c e CD1la (&&y8 e 4), caracteristicas de
DCs de origem mieldide, sdo expressas de maneiikasnas células de pacientes e
de individuos sadios, sugerindo que a capacidadkfelenciacdo de mondcitos do
sangue periférico em DCs, combinada a baixa exjwesds CD14, ndo é afetada na
PCM ativa e ap0s a cura clinica. Resultados semeihidoram obtidos de células de
pacientes com coccidioidomicose disseminada (Rishaet al.,, 2002) e
cromoblastomicose (Sousa et al., 2009), porém oxd@onf anteriormente descritos na
PCM humana, segundo nosso conhecimento.

Considerando-se que a apresentacdo de fracOe€racdig € realizada pelo
contato entre as moléculas de superficie de céldéaslriticas e linfocitos T,

estudamos os perfis de expressdo de HLA-DR, CD8®D&0. Nossos resultados
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demonstraram alto percentual de positividade, adpepara HLA-DR, tanto nas
células de pacientes com PCM quanto nas de indigidadios. Por outro lado, as
DCs de pacientes com PCM tratada apresentaram IMFa pHLA-DR
significantemente maior que os demais grupos, PG& & controles (Figura 5).
Sugere-se que as células de pacientes com PCMnteraior capacidade de
expressdo dessa molécula, temporariamente reddmidete a doenca ativa, que
poderia estar relacionada a fatores genéticos @pripr hospedeiro. De fato,
Sadahiro et al. (2007a), ao estudarem a distribudg® alelos de HLA-classe I,
observaram maior frequiéncia do alelo DRB1*11 emigpdes com PCM cronica
unifocal, a forma mais localizada da doenca. E ipebsqjue a frequéncia de
determinados alelos de HLA-classe Il possam igualenéefinir maior expressao
dessa molécula nesses pacientes ap0s a cura.clinica

Juntamente com a analise da expressao de HLA-D&iamwos as moléculas
co-estimulatérias, CD86 e CD80 nas células denddti A adicdo de TNE-as
culturas de DCs aumentou o numero de células esqorde CD86 em todos 0s
grupos avaliados de modo significante (Figura 6)n#&nsidade da expresséo, por
outro lado, foi maior nos grupos de individuos sadé de pacientes com PCM
tratada, evidenciando a menor expressao de CD8®@srdurante a doenca ativa.
Comparativamente as DCs de camundongos suscep#veiSM infectados com
formas leveduriformes dB. brasiliensis que sofrem diminuicdo da expresséo de
CD86 com a progressao da doenca (Ferreira etl0fI7,)2é possivel que os pacientes,
durante a PCM ativa, sofram esse mesmo fendmeniw, pela presenca do fungo

guanto pela presenca de antigenos solluveis sexsetad
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A analise da expressao de CD80 desse trabalhodjoidicada devido ao baixo
percentual e IMF dessa molécula nas células destodarupos estudados (Figura
7). A ativacdo de DCs com TNktem sido relacionada a maior expressao de CD86
enquanto que a expressao de CD80 é significantenaemhentada na presenca de
LPS, lipopolissacarideo da bactéfischerichia colElkord et al., 2005). O LPS né&o
foi utilizado para ativacdo de DCs nesse estudamporser, ao contrario do TNk-
naturalmente detectado em humanos, o que podenidardi a extrapolacdo da
comparacdo de observacdes entre DCs na RCWMtro e os evento#n vivo que
ocorreriam nos pacientes.

Estudos prévios sobre a expressdo de moléculasstioodtatorias sao
inconclusivos. Alguns relacionaram a estimulacacC@86 a inducdo de resposta
imune celular do tipo Th2 e de CD80 a Thl (Kuchebal., 1995; Greenwald et al.,
1999; Balkhi et al., 2004). Resultados conflitantasbém foram observados em
estudos na PCM. No modelo experimental da doeneaieifFa et al. (2004)
observaram aumento na expressao de CD80 nas Di®sllasias com gp43 e LPS,
levando a reducdo da secrecdo de IL-12 e @NRdicionalmente, mondcitos de
pacientes com PCM ativa e tratada n&o apresent@ifarencas na expressdo dessas
moléculas (Bozzi et al., 2004; Cacere et al., 2008)s resultados do presente
trabalho, foi observada alta expressdo de CD86Dfas ativadas com TNE-
(DC+TNF) de pacientes com PCM tratada e individsadios. Sugere-se que as
condi¢des de cultivo dessas células sejam detentesano fendtipo observado, ou
seja, 0 uso de LPS favorece CD80, o uso de aldfe especialmente sobre CD86 e
a expressao dessas duas moléculas ndo depende a@emanto pré-existente nos

mondcitos que originardo essas DCs.



Discussanol76

Neves (2003) estudou as diferentes condicdes dier&ude DCs derivadas de
monaocitos humanos e observou que as diferentesestmacfes das citocinas
recombinantes utilizadas para a diferenciacdovagio de DCs sédo determinantes
na modulacdo de moléculas co-estimulatorias. GM-@8Fconcentracdo de 50
ng/mL, a mesma utilizada em nossos experimentdscdpaz de aumentar o
percentual de DCs CD86e a IMF de CD86 e CDS80. IL-4, por sua vez, foi
responsavel pela diminuicdo de CD14 e aumentoypressado de CD86, mas nado de
CD80. A ativacdo com TNE- resultou no aumento do percentual de CD86 e
tendéncia a diminuicdo da IMF de CD80. Discutilestio que a combinacéo dessas
citocinas por si s6 seria capaz ndo s6 de difemenoionocitos em DCs, como
também aumentar CD86, sem modificar, porém, a sgficede CD80. Corroborando
essas observacdes, nossos resultados tambénragfletiaumento de CD86, ndo so
do percentual, mas também da IMF, a falta de noadifio em CD80 e, ainda, a
mesma diminuicéo discreta dessa molécula com aadig TNFe.

Conhecida como a via de entrada do Virus da Imdie@lecia Humana (HIV)
nas DCs (Geijtenbeek et al., 2000b), a molécula3)&@N vem atraindo cada vez
mais a atencdo pela descoberta de novas interagdesliferentes patdégenos e as
respostas imunes consequentes. Sabe-se que asé@gpoessa molécula € IL-4-
dependente e que a sua regulacdo se da pela @etegocinas tanto anti- como
pro-inflamatoérias (Relloso et al., 2002). Nosso t@eolo de diferenciacdo de
monaocitos em DCs utilizou IL-4 que, de fato, fawane a expressao de DC-SIGN
(Figura 8), aléem disso, observou-se que a adicabN\feo as culturas de DCs néo-
tratadas (nDC) de pacientes com PCM ou de indiddadios para a ativacdo dessas

células induziu discreta diminuicdo na IMF dessdémda, assim como descrito
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anteriormente por Puig-Kroger et al. (2004). Quamdm-tratadas, as DCs de

pacientes com PCM tratada apresentaram maior esgurefessa molécula quando
comparadas aos grupos de pacientes com a doewgeeadi de individuos sadios.

Essa observacdo pode estar relacionada a mellevemifacdo dos mondcitos em
DCs ap0s a cura clinica, uma vez que DC-SIGN éneltide expresso nessas células
e menos observado em outros tipos celulares.

Assim como as diferentes condicdes de cultivo den@uitos para a
diferenciacdo de DCs podem modular a expressao aléculas de superficie, é
possivel que também ocorram modificacfes na pradde&itocinas. Testando essa
hipotese, Roy et al. (2004) investigaram os efettesIL-4 sobre mondcitos do
sangue periférico de individuos sadios. Houve eifelacdo em DCs com
caracteristicas fenotipicas semelhantes as DCsidesl classicas (diferenciadas
com IL-4+GM-CSF), com excecao a expressao de Chéda muito menor. Essas
DCs CD1&", quando estimuladas com IFNe LPS, secretaram altos niveis de IL-
10, semelhantes aos de DCs mieldides classicasi@esmajue os secretados por
monaocitos. Em nossos resultados (Figura 9) as nBGP@M ativa secretaram
significantemente menos IL-10 que nDC de individsadios. Se considerarmos que
a secrecdo dessa citocina seja controlada por IGM;CSF e as diferentes
substéancias utilizadas para ativacao, pode seisuger durante a doencga ativa, 0s
mondcitos sofram diferentemente os efeitos de liedultando na perda da secrecdo
enddgena de IL-10 descrita previamente nessasasélel pacientes (Peracoli et al.,
2003; Parise-Fontes et al., 2006). O papel e augémida IL-4 na PCM humana ja
foi largamente estudado em linfécitos e no conjutgocélulas mononucleares de

sangue periférico devido a evidente relacdo dessama a forma clinica mais grave
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da doenca, a forma juvenil (Oliveira et al., 2002&moni e Blotta, 2005; Mamoni e
Blotta, 2006), mas, no nosso conhecimento, nédo dhldtos na literatura que
relacionem a capacidade de absorcdo ou metabalizégallL-4 por mondcitos
isolados aos efeitan vivoouin vitro durante a PCM ativa.

A hipétese formulada sobre os diferentes efeito$lLele sobre mondcitos de
pacientes com PCM ativa também poderia ser aplicadaefeitos de GM-CSF
nessas células. Ganguly et al. (2007) aplicaram @3®-em mondcitos do sangue
periférico de individuos sadios e obtiveram DCswhdas intermediarias CD1%e
DC-SIGN que, quando estimuladas com TWNFIFN-y e anticorpo anti-CD40,
produziram altos niveis de IL-10 e baixos de IL-12.

A combinacéo de IL-4 e GM-CSF, e ativagdo apenas TNF-n, em nossos
experimentos, resultaram em um efeito modulatéregativo sobre IL-10,
diferentemente de LPS sobre mondcitos de pacieotesPCM ativa que levou ao
aumento ndo s6 em relacdo as células ndo-estinsutadzo em relacao as células de
individuos sadios (Peracoli et al., 2003). Esté&@f®odulatério negativo de TNé-
sobre a secrecao de IL-10 por células DC+TNF feieokado em todos os grupos
estudados doenca ativa, pacientes tratados e @mtro

As DCs de pacientes com PCM tratada ndo apresentdi@rencas nas
dosagens de IL-10 em relagéo as células de indigidadios e de pacientes com a
doenca ativa. A auséncia de diferencas entre @ssnilesse citocina secretada pelas
células de pacientes com PCM ativa, e curada adaafoi também observada por
Sadahiro et al. (2007b) e Oliveira et al. (200)arentemente, o efeito modulatério
da IL-10 tem inicio durante a doenca, controlandaimero de células que sofrem

apoptose (Cacere et al., 2002), podendo persiggnm apds a cura clinica, em
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funcdo de um equilibrio estabelecido entre esticia e citocinas pro-inflamatorias
como TNFe.

A IL-12 tem papel crucial na definicdo da respoBtd, favoravel na PCM,
sendo responsavel pela inducédo da producao de IBd-células T e NK (Furgier-
Vivier et al., 1997). Essa citocina € um heterodémmomposto de duas proteinas,
p40 e p35. A subunidade p40 pode se associar a cadeia, a p19, para formar uma
nova citocina, a IL-23 que, diferentemente da Il-#&timula um subgrupo de
células T a produzirem IL-17 e ndo IFNLangrish et al., 2004). Dessa maneira,
além de observarmos os efeitos de IL-4, GM-CSF &-dNobre o fendtipo e a
secrecdo de IL-10 por DCs, estudamos também ossndee IL-12p40 que, em
Nossos experimentos, parecem estar diretamenteior@dos a ativacdo bem
sucedida das DCs (Figura 10). A adicdo de TiN&S culturas de DCs induziu o
aumento significante de IL-12p40 similarmente amtefobservado na expressao de
CD86, em todos o0s grupos estudados.

A subunidade p40 da citocina IL-12 foi recentemeatacionada a resisténcia
na PCM experimental. Apés a infeccdo cBmbrasiliensisem camundongos p40-
deficientes, foram observados granulomas mal-foonax grandes quantidades de
leveduras, sendo que todos os animais morreram @€ dia (Livonesi et al., 2008).
Interessantemente, as DC+TNF de pacientes com R@fslda secretaram doses
mais elevadas dessa citocina comparativamenteldas@a doenca ativa e, ainda
que sem diferenca estatistica, também maiores gusbservadas em células de
individuos sadios. Sugere-se que a deficiénciaodugao de IL-12p40 pelas células

de pacientes possa ser transitéria na fase atidaelaca e atinja niveis proximos ou
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mesmo maiores que 0s observados em células deidnds/ sadios apdés o
tratamento.

Kleinschek et al. (2006), em um modelo experimertal infeccdo por
Cryptococcus neoformansbservaram que camundongos IL-23-deficientes poosn
animais IL-12-deficientes, apresentaram granulonmal-formados e maior
susceptibilidade a doenca associada ao perfil Th2edposta imune. Os autores
ressaltaram, porém, que a IL-23 isoladamente mag#pel tdo protetor quanto a IL-
12. Se considerarmos que ao dosar 0s niveis de2ghd] estamos também
identificando possiveis niveis de IL-23, e que mlgimacao da producdo enddgena
dessas duas citocinas poderia estar diretamemigiaehda a protecdo anti-fingica,
os elevados niveis observados nos sobrenadantB<slale pacientes com PCM
tratada podem ser, em parte, associados a capaaddadira clinica nessa doenca. A
IL-23, por outro lado, merece novos estudos par@nesm esclarecimentos sobre o
seu papel na PCM.

Em relac&o a outras citocinas inflamatorias, as@einacées da citocina IL31
em nosso estudo, foram muito baixas para serenctddés pelos kits de ELISA
utilizados (dados ndo mostrados). Essa citocinapaz de induzir a maturacéo
dessas células e consequiente aumento na secreltad2im vitro (Nakahara et al.,
2005), porém, a baixa producdo combinada aos Ritess de 1L-12p40 observados
neste trabalho sugerem que este efeito ndo é mad@&deva ocorrer pela adicdo de
IL-1B a cultura.

Vulcano et al. (2003) relacionaram a quimiocina C&& quimiotaxia de DCs
e linfécitos T e B naive, sendo secretada abunoeertee por DCs mieldides nao-

tratadas, na presenca de IL-10, e inibida durameataracao por TNk-ou Candida
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albicans Observou-se, em nosso trabalho (Figura 11), sem ltpja estudos
similares na paracoccidioidomicospje a secrecdo da quimiocina foi elevada em
pacientes com PCM ativa e nos individuos sadiasgmrficantemente reduzida na
doenca curada e tratada, sendo que a presencakde &b diminuiu os niveis de
CCL18. Van Lieshout et al. (2006) também observaue TNFe e outros
estimulos pro-inflamatorios ndo alteram a secraef@a@uimiocina por DCs, e que
apenas IL-10 em altas concentracdes pode estiregkas células a aumentar a
producdo de CCL18. Isso, em partes, pode explisanieeis semelhantes entre
culturas de nDC e DC+TNF, e a producdo observadaceilas de individuos
sadios. As DCs de pacientes com a doenca ativauaovez, parecem possuir maior
capacidade de producdo de CCL18 que as ceélulas adeenpes tratados e,
consequentemente, de atrair células naive. Novadassse fazem necessarios para
esclarecer os efeitos secundarios dessa quimio@neesposta celular efetora na
PCM.

Nos resultados de DCs na PCM tratada, observames hguia melhor
maturacdo e ativacdo das células desses pacierdes, maior expressdo das
moléculas HLA-DR, CD86 e DC-SIGN, e melhor capada&lanflamatéria, com
maior secrecdo de IL-12p40 e menor de IL-10. Tesultados levantaram alguns
guestionamentos, sendo que o principal seria: perag DCs, apds a cura clinica da
PCM, teriam essas caracteristicas? Na tentativaredponder essa pergunta,
levantamos duas hipoteses. Primeiro: devido ameotd utilizado de diferenciacao
de monaocitos em DCs, cerca de 20% do total deasthas culturas seriam, em sua
maioria, células de memoria que influenciariam aSsDdesses pacientes a

apresentarem aquelas caracteristicas. Ou segursdaonomécitos dos pacientes
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tratados teriam adquirido maior capacidade de @diwvapor citocinas que 0s
possibilitou se diferenciarem em DCs daquele feodtom o perfil de citocinas
descrito.

Bozzi et al. (2007) estudaram os percentuais dellpopes de linfécitos T
CD4" e CDS entre as células mononucleares de sangue pesildgipacientes com
PCM ativa e tratada e nao observaram diferencasretatdo aos valores de
individuos sadios. Entretanto, a freqiéncia dedtimds T de memoria foi cerca de
duas vezes maior em pacientes com PCM que em didisisadios, chegando a sete
vezes mais quando as células foram estimuladasaotigenos d@. brasiliensis Na
populacao de linfocitos B, por outro lado, a fregti@ de células de memoaria so foi
maior na presenca do estimulo. Desse modo, é pbgsi® em nossos experimentos,
mesmo na auséncia de um estimulo antigénico, lto®d de memoaria presentes
nas culturas de pacientes com PCM tratada sejaazesmle modular os mondcitos
durante a diferenciacdo em DCs. Durante a doenega, asses linfocitos seriam
anérgicos devido a presenca do fungo e seus aosigepilveis na circulacdo
sanguinea (Benard et al., 1996), modulariam os pimsdde maneira diferente,
resultando em DCs fenotipicamente semelhantes lalsé@e individuos sadios e
com baixa e alta producéo de IL-10 e CCL18, resmauente.

Para testar a hipotese de que linfécitos de menpwderiam interferir na
expressao de moléculas de superficie e na seatdegéitocinas por DCs, utilizamos
os sobrenadantes de culturas de células de paiemte PCM tratada para verificar
a existéncia de um possivel efeito de fatores sidisobre as células de individuos
sadios. A outra hipbétese considerando uma maioagio dos mondcitos de

pacientes (imunidade inata/adquirida) foi testamtauso de métodos de separacao de
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monaocitos que diminuisse consideravelmente o nunetmfocitos nas culturas dos
mesmos pacientes e individuos sadios (método megrde micropérolas marcadas
com anticorpo anti-CD14).

Quando comparamos os diferentes métodos de obtelec®XCs a partir de
monaocitos, verificamos menor IMF de CD11c nas nb@das magneticamente em
relacdo as obtidas por aderéncia (Figura 12). @ermmdo que a presenca de
linfécitos nas amostras de aDC, um aumento de ss@oede CD11c poderia ser
explicado pela interacdo entre essas populacoekies presentes nessas culturas.
Dados similares foram anteriormente observados Nyeunier et al. (1994) em
células de Langerhans, tendo sido relacionado awemtw da proliferacdo de
linfcitos T. Nas DCs obtidas magneticamente, coidm ha esse contato com outro
tipo celular, ndo se observou a mesma alterac@aprassao da molécula.

Além da IMF de CD11c, o percentual de CD86 foi enigmente diferente
entre os dois tipos de obtencdo de DCs testadosn® observado nos resultados
das demais moléculas, houve diferenca apenasantndturas de individuos sadios,
mas ndo em relacdo as culturas de pacientes com E&f&l maior expressao de
CD86 foi evidente para nDC ou DC+TNF quando os roiog foram obtidos por
aderéncia em relacdo a micropérolas e com DC+TNihdmu mondcitos obtidos
tanto por aderéncia como por micropérolas foram pasados com os dados
observados com nDC. Apesar de possivel influénaigprésenca de linfocitos em
culturas obtidas por aderéncia, fica evidente umiteefda ativacdo por TNé&-
independente da presenca de linfocitos.

Em contraste com resultados descritos por Elkordl.ef2005) que também

compararam os dois métodos de obtencdo de DCdiadegmondcitos, na presenca
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ou nao de TNFe, e ndo verificaram diferencas na expressédo dacmaléem nossos
resultados, o percentual de células CDRS significantemente menor em células
obtidas com micropérolas em relacdo ao método deéada. Além disso, o
percentual também foi maior nas culturas ativadam dNFw. Tal discordancia
pode ser explicada pelos diferentes periodos dédagéo utilizados para a ativacao
das DCs. No nosso protocolo, deixamos as DCs corseou TNFe por 48 horas
engquanto que naquele estudo, o periodo foi de E&sh8ugere-se que, num periodo
maior de cultura, mais células passem a expressané&cula independentemente da
presenca de TNE; uma vez que as DCs cultivadas em meio puro apessen
percentuais de positividade muito semelhantes.

A maior expressao de moléculas de superficie HLAeDED86 em nDC e DC
+TNF e de DC-SIGN em nDC do grupo de pacienteswtodg controles, registrada
na primeira fase dos experimentos (Figuras 5 en&), foi observada na segunda
etapa (Figuras 14 e 15). Esta diferenca pode sbuiaa ao numero de amostras
analisadas em cada fase, tendo sido sensivelmerd®r nmos primeiros
experimentos.

Em nossos resultados, as moléculas CD11c, CD1a8® (Bguras 12, 13 e
16) tiveram expressdes semelhantes as observadasmera etapa desse estudo
(Figuras 3, 4 e 7), sem diferencas entre indivicaatos e pacientes com PCM.

Da mesma forma que o método de obtencdo de DOswalteexpressao de
CDllc e CD86, houve diferencas na secrecdao de ILel0IL-12p40.
Comparativamente aos resultados da Figura 9, masstewo padrdo de maiores
niveis de IL-10 nos sobrenadantes das célulasdieidnos sadios em relacdo aos

pacientes. Por outro lado, a diminuicdo da conagétr dessa citocina observada



Discussanol|85

quando as ceélulas foram ativadas com TdNRao foi reproduzida provavelmente

devido ao menor nimero de individuos e pacientdsigos nesta segunda etapa do
experimento, com resultados muito heterogéneosie8epca de IL-10 em culturas

de mondcitos pode inibir a diferenciacdo para D@seéa prevenir a ativacdo dessas
células (Corinti et al., 2001). Notou-se que ogisivle IL-10 foram um pouco mais

elevados em culturas de DCs obtidas com microperplee, em partes, explica a

menor expressao de CD86 por essas células.

Curiosamente, em nossos resultados, os sobrenadnteilturas de pacientes
parecem ter agido apenas nas DCs de individuo®ssatitidas por aderéncia,
aumentando os niveis de IL-10 nas ndo-tratadami@windo nas ativadas com TNF-
o (Figura 18). E possivel que haja outras citocimés investigadas nesse trabalho
gue sejam secretadas apenas por células de paogeqtee agiriam sobre as células
de individuos sadios no sentido de aumentar odsndes IL-10 em culturas néo-
ativadas. O efeito inibitorio de TNé&observado na primeira etapa dos experimentos
sobre a secrecdo dessa citocina, por outro ladte ey sido intensificado com o
acréscimo dos sobrenadantes (Figura 9).

Nos resultados das dosagens de IL-12p40 (Figura d4@&nelhante aos
observados nos niveis de IL-10, também ndo houwmedacdo dos resultados da
primeira etapa dos experimentos, em que DCs desmasi com PCM tratada
produziram mais a citocina que as ceélulas de iddog sadios (Figura 10). As DCs
de individuos sadios, obtidas por aderéncia e ddsvacom TNFe, secretaram
significantemente mais IL-12p40 que as obtidas mparopérolas, cultivadas nas
mesmas condicdes. Na mesma comparacdo, com célalgsacientes, ndo foi

observada diferenca nos niveis da citocina entremétdos de separacdo de
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mondcitos como também eles foram similares nas dwdtsiras. Esses dados
corroboram com a possibilidade de que, na PCM, asoritos sofram influéncias
que resultem em maior capacidade de secrecdo déesma, independente da
presenca de outras populacdes celulares na cutdreionalmente, o encontro de
maiores niveis de IL-12p40 quando sobrenadantegldis de pacientes obtidas por
aderéncia foram adicionadas a culturas de céldaadividuos sadios obtidas com
micropérolas e ativadas com TNFsugere a possivel influéncia de fatores soluvéis
que seriam potenciados na presenca de dNBs niveis de TN ndo foram
dosados nesses sobrenadantes por ter sido esteaitecombinante utilizada no
experimento de ativacdo de células dendriticas.

No presente trabalho ndo foram detectadas IL-12p7GN-+y (dados né&o
mostrados) nas culturas de células obtidas poréader; sugerindo ndo terem
contribuido para a ativacdo de DCs. Um dos primgip@ecanismos indutores da
secre¢do de IL-12p70, considerada a subunidadévaiata IL-12, € a forte ligacéo
entre DCs e linfécitos T via CD40-CD40L, com congmge producdo de IFi-
(Abdi, 2002; Macagno et al., 2007). Desse modogepuabs assumir que, além dos
linfécitos T estarem em numero reduzido, ndo hauvea interacdo suficientemente
forte entre eles e as DCs que resultasse na prddedsas duas citocinas.
Adicionalmente, a auséncia de IfNlescarta a possibilidade de que a ativacdo mais
intensa observada em DCs de pacientes com PCMpségasoma dos efeitos
inflamatdrios dessa citocina aos efeitos do Ti\&dicionado as culturas. No entanto,
outras citocinas ndo dosadas neste trabalho, cbfpIL-8, IL-18, incluindo TNF-

a (Kurokawa et al., 2007; Mamoni & Blotta, 2005; Bgio et al., 2008), que podem

ser geradas por células de pacientes poderiam siheagisticamente. A influéncia
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de linfécitos T de memoaria sobre a diferenciacdondedcitos em DCs de pacientes
com PCM merece estudos futuros mais profundos.

Finalmente, foram descritas pela primeira vez nestado caracteristicas de
DCs de pacientes com PCM tratada com maior capieida induziin vitro uma
resposta imune celular Thl, representada pela neipressdao de moléculas de
superficie e de secrecado de citocinas, abrindagasrareas de investigacdes sobre 0
possivel papel dessas células na inter-relacée animunidade inata e adaptativa na
paracoccidioidomicose humana.

O presente trabalho exp0s pela primeira vez aigdetein vitro de células
dendriticas derivadas de mondcitos de pacientesR©Ol e traz novos desafios aos
conhecimentos de mecanismos de ativacdo dess#ssqdtu fatores do hospedeiro e
antigenos fungicos. Além disso, revela o poterd@akas células na geracdo de uma
resposta imune protetora, abrindo perspectivas passiveis intervencdes na

evolucdo da doenca humana.
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6. CONCLUSOES

e Células dendriticas derivadas de mondcitos do sapguiférico de pacientes
com PCM podem ser diferenciadas e ativadastro com TNFe, expressando
as moléculas de superficie caracteristicas (CDCDla, HLA-DR, CD86 e

DC-SIGN).

» Pacientes com PCM tratada exibiram células dendsittom alta expressao das
moléculas CD11lc, CDla, HLA-DR, CD86 e DC-SIGN, eipates com a
doenca ativa tém menor expressdo dessas molécalasipkrficie, em suas
células dendriticas, similar as de individuos sadfas diferencas foram

estatisticamente significantes).

e Células dendriticas maduras e nao-tratadas denpesigatados secretam mais
IL-12p40 e menos CCL18 que pacientes com doenga, aiém de menor
guantidade de IL-10 que individuos controle, sumkriuma maior capacidade

de gerar resposta tipo Th1.

e Células dendriticas de individuos sadios e pademtatados obtidas por
aderéncia de mondcitos resultaram em maior fregaée DCs CD86e em
maior secrecdo de IL-12p40 que células obtidasnporopérolas, sugerindo a

influéncia de linfécitos nas culturas de mondcadsridos.
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HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISAO U
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ..ottt oottt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....ccooiiiiiitti e SEXO:M F
DATA NASCIMENTO: ........ e l......

ENDEREGCO ..ottt ettt NO ....... ABT..........
BAIRRO: ..o CIDADE ...t
CEP: i, TELEFONEDD (............ ) e e
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ooovovvoteeteeteeeeeeememm ettt eeeaens
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.)..........coovvvririvrirniiinnneeeeeeeeenn.
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....cccoooviiiiiiiiii e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... [, l......

ENDEREGCO: ...ttt e NO......... APTQ.......
BAIRRO: .o e CIDADE: ..ot
CEP: . TELEFONEDD (......... ) e ——————

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

Paracoccidioidomicose humana: reconhecimento dgesnits déParacoccidioides brasiliensis
por células dendriticas e linfécitos B de pacienten diferentes formas clinicas
PESQUISADOR: Maria Aparecida Shikanai-Yasuda

CARGO/FUNCAOQ: professora titular ISRICAO CONSELHO REGIONAL N° 14500
UNIDADE DO HCFMUSP:.Laborat6rio de Investigacdo Nu&d
2. AVALIA(;AO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO X RISCO MINIMO RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum demmo consequéncia imediata ou tardia do estudo)

3. DURACAO DA PESQUISA48 meses




Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisaA Paracoccidioidomicose é uma doenca
que ocorre no Brasil, sendo causada por um fung@esquisas sobre esta doenca
tém avancado, porém ainda € preciso esclareces @qsafatores que levam ao
desenvolvimento desta doenca. Por este motivo tesb@lho tem por objetivo
examinar em um laboratério especializado de pesga@mmo alguns componentes
existentes no sangue dos pacientes estdo funcioraratk que forma isto pode
influenciar no desenvolvimento da doenca. Os rada#i deste trabalho poderdo
contribuir para um melhor entendimento, contribointh busca da prevencao e
tratamento desta doenca.

2. procedimentos que serdo utilizados e propésitos,dluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais:Neste trabalho serdo selecionados
pacientes que serdo examinados por um médico abpecem doencas infecciosas.
Apdés a consulta médica serdo coletados 100 nukli(dO tubos) de sangue de cada
paciente. Este material serda imediatamente encadinhao Laboratorio de
Imunologia, onde sera separado para os testesedNestes, as células presentes no
sangue serdo avaliadas com relacdo a sua capadigadeconhecer o fungo
causador da doenca e estimular o sistema imunoldgic

3. desconfortos e riscos esperado® maior desconforto sera no momento da coleta de
sangue, porém este procedimento ndo trard nenlsom & salude do participante.
Para a coleta serdo utilizados somente materigslzados e descartaveis.

4. beneficios que poderdo ser obtidosarticipando deste estudo, o voluntario nao
obterad qualquer beneficio adicional, mas estardriboindo enormemente para o
avanco da pesquisa e na busca de um melhor entamdighesta doenca.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajos@ara o individuo: N&ao
havera procedimentos alternativos

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacOes sobre peddimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive padé&imir eventuais duvidas. O
participante tera direito a esclarecer qualquerddiiveferente a sua participacao
neste estudo. Além disso, serad notificado sobrelqgea nova informacéo
relacionada a este trabalho, além de poder congai@guer membro da equipe
deste projeto, cujo nimero de telefone é 3066-7047.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquemomento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo acontinuidade da
assisténcia:A participacdo € voluntaria, podendo o participasgeretirar deste
estudo a qualquer momento, se assim o desejar.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacade: A participacdo do
voluntério neste trabalho sera confidencial, seadmentidade do participante
mantida em sigilo. Os registros e resultados deiesaelacionados ao estudo serdo
informados somente aos médicos do HCFMUSP, bem camautoridades
normativas nacionais ou internacionais, com o olgete garantir informacoes de
pesquisas clinicas ou para fins normativos.



4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por evéuimais danos a saude,
decorrentes da pesquisaDurante a pesquisa ndo havera quaisquer procedisent
gue possam provocar danos a saude do particip@metudo, para qualquer
eventualidade que possa ocorrer durante o atentbneea coleta de sangue dos
participantes € assegurada a assisténcia pelosgséth HCFMUSP envolvidos no

projeto.

5. viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a@ade decorrentes da pesquisa:
N&o havera procedimentos que possam provocar darszide do participante
decorrente desta pesquisa. Contudo, para qualquemtualidade durante o
atendimento médico e a coleta de sangue do panigpsera assegurada a
assisténcia médica.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES
ADVERSAS.

Profa. Maria Aparecida Shikanai-Yasuda e Paula &&k&to — Laboratorio de Investigagdo Médica em
Imunologia (Local: Instituto de Medicina TropicdH R. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 cep 05403-
000- S&o Paulo). Telefone para contato: 3061-7048/7

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES :

VIl. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecidopesiguisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do preséfrotocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de 2a0e

assinatura do sujeito da pesquisa ou respons@at| le assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)
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