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RESUMO

A participagdo de células produtoras de IL-17 (Th17) na resposta imunoldgica
contra infecgdes causadas por fungos tem sido recentemente objeto de grande
interesse. A principal fungao da IL-17 é a ativagao e atracdo de neutrdfilos para o
local de infecgdo. Lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM), a
micose sistémica mais importante no Brasil, sdo caracterizadas por um infiltrado
inflamatério rico em neutréfilos. Entretanto, neutrofilos de pacientes com PCM
apresentam uma resposta fungicida diminuida, quando comparada a observada
em individuos saudaveis. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do tratamento
com IL-17 e IL-23 sobre a atividade fungicida, bem como sobre a capacidade
migratéria e inflamatdria de neutréfilos. Neutrofilos de individuos saudaveis e de
pacientes com a forma adulta multifocal da doenga foram isolados e estimulados
com citocinas recombinantes (rh-IL17 e/ou rh-IL23). Apos o estimulo as células
foram avaliadas quanto a expressao de receptores de quimiocinas (CXCR1 e
CXCR2) e moléculas de adesao (CD54 e CD62L). Os neutrofilos também foram
avaliados quanto a sua capacidade de adesao em Células Endoteliais Pulmonares
Humanas (HLEC), sua resposta migratoria a diferentes concentragbes de CXCL8
e sua capacidade fungicida, e sobre a produc¢ao de H,0O,, matriz metaloproteinase
9 (MMP-9) e citocinas inflamatérias (IL-6, TNF-a e IL-1B). Os resultados
demonstraram que células estimuladas com IL-17 e/ou IL-23 apresentaram uma
expressao aumentada de receptores de quimiocina e moléculas de adesao,
associadas com uma capacidade aumentada de adesao e migragcédo. Além disso,

observamos que neutrofilos estimulados com ambas as citocinas exibiram uma
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atividade antifungica diminuida relacionada com producao diminuida de H,O,, ao
lado de uma produgédo aumentada de MMP-9, IL-6 e IL-1B. Os dados obtidos nos
permitem concluir que citocinas relacionadas a resposta Th17 (IL-17 e IL-23)
podem desempenhar um papel importante na contencao da infecgao causada pelo
P. brasiliensis, uma vez que predominam em sua forma mais branda e localizada,
a forma adulta. Essas citocinas poderiam atuar de forma semelhante aquela
observada em outras infecgdes fungicas, induzindo uma resposta inflamatdria
local e ativando células do sistema imunologico inato. Apesar de sua importancia,
a producao crénica dessas citocinas, e sua atuagao sobre os neutrofilos, podem
induzir uma resposta inflamatéria exacerbada que em Uultima instancia seria
responsavel pela destruicdo tecidual observada principalmente nas formas

cronicas da doenga.
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ABSTRACT

The participation of IL-17 producing cells in the immune response to fungi has
been recently described. The main function of IL-17 is the activation and attraction
of neutrophils to infection sites. Lesions of patients with paracoccidioidomycosis
(PCM), the most important systemic mycosis in Brazil, are characterized by an
inflammatory infiltrate rich in neutrophils, that shows an impaired fungicidal activity
when compared to cells from healthy individuals. The aim of this study was to
evaluate the effect of IL-17 and IL-23 on the fungicidal activity, as well as on the
migratory and inflammatory ability of neutrophils. Neutrophils from healthy controls
and patients with the multifocal adult form of PCM were isolated and stimulated
with rhIL-17 and/or rhIL-23. Stimulated cells were evaluated for their expression of
chemokine receptors (CXCR1 and CXCR2), and adhesion molecules (CD54 and
CD62L), as well as, for their capacity of adhesion on Human Lung Endothelial
Cells (HLEC) and for their migratory ability in response to CXCL8. We also
evaluated the effect of these cytokines treatment on fungicidal activity and on the
production of H;O,, matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and inflammatory
cytokines (IL-6, TNF-alpha and IL-1-beta). Neutrophils exposed to IL-17 and/or IL-
23 increased their expression of CXCR1 and CXCR2 and adhesion molecules,
which were associated with an increased adhesive and migratory capacity.
Furthermore, the treatment of neutrophils with IL-17 and IL-23 had a suppressive
effect on their fungicidal activity, characterized by a diminished production of H,O»,
but increased their production of MMP-9 and inflammatory cytokines. These data

indicate that Th17 related cytokines (IL-17 and IL-23) can participate in the initial
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resistance to the infection caused by P. brasiliensis, once they are predominant in
the milder and localized form of the disease, the adult form. As in other fungal
infections, IL-17 (and IL-23) can induce a local inflammatory response and the
activation of innate immune cells. However, when chronically produced these
cytokines can induce an exacerbated inflammatory response, mainly acting on
neutrophils, which can be responsible for the tissue damage observed in the

chronic form of the disease.

XX



LISTA DE FIGURAS

Fig.

3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Descrigéao Pagina
Exemplos de curvas-padrao obtidas nos experimentos de adeséo de
neutréfilos com liberagao de CromO.......cooeeeiei i 61
Zimografia para determinagdo da atividade gelatinolitica da MMP-9
produzida por neutroéfilos estimulados com IL-17 e/ou IL-23 ou IFN-y... 66
Quantificagao relativa da expressdo do RNAm para IL-17A e RORyT
por CMSP de individuos com PCM ativa e controles
0 0eT 1 41 P= 1= 78
Avaliagao da produgédo de IL-17 por células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com paracoccidioidomicose ativa e de
CONIOIES.....ceeeeeeee e 79
Analise por imuno-histoquimica da expressao de IL-17 em lesdes de
mucosa oral e de linfonodo de pacientes com
[oF=Te=TeZoTeTer o [To] (o (] 1 o1 oo 1= 80
Analise por imuno-histoquimica da expressdo de CD15 em lesbes de
mucosa oral e linfonodos de pacientes com paracoccidioidomicose...... 82
Quantificacdo relativa da expressdo do RNAm para IL17RA em
NEULFOTIOS. ... 83
Analise por citometria de fluxo da intensidade média de fluorescéncia
para a marcagado com IL17R em neutrdfilos..........ooooviiiiiiiiien 85

Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutréfilos IL23R".. 87

xxi



4.8

4.9

4.10

4.1

412

4.13

4.14

4.15

4.16

417

4.18

Analise da fosforilacdo das proteinas ERK 1/2, JNK 1/2 e p38 em
neutréfilos de individuos CoNtrole............eeeeeiiiiiiiiiie e
Quantificagao relativa da expressdo do RNAm para CD54 (ICAM-1) e
CDB62L em NEULrOfilOS. .....ciii it

Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutréfilos

Analise por citometria de fluxo da porcentagem de células HLEC
CD54", CD62P", CD62E", CD11a", CD11b" ou CD106" ..................
Analise por microscopia de fluorescéncia da adesao de neutrdfilos de
individuos controle sobre células endoteliais (HLEC)..........................
Analise por microscopia de fluorescéncia da adesao de neutrdfilos de
individuos controle sobre células endoteliais (HLEC)..........................
Quantificagdo do numero de neutrdfilos aderidos por campo
observados nos ensaios de adesao analisados por
IMUNOFIUOIESCENCIA. ...
Quantificagdo do numero de neutréfilos aderidos observados nos
ensaios de adesio analisados por liberacdo de cromo.......................
Quantificagao relativa da expressao do RNAm para CXCR1 e CXCR2
€M NEULIOFIlOS. ...

Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutréfilos

89

90

91

92

94

96

97

98

99

100

xxii



4.19

4.20

4.21

4.22

4.23

4.24

4.25

4.26

4.27

4.28

4.29

8.1

Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutréfilos

Analise por imuno-histoquimica da expressdo de CXCL8 em lesbes de
mucosa oral de pacientes com a FA da paracoccidioidomicose...........

Analise da capacidade migratéria de neutréfilos estimulados com IL-17
e/ou IL-23 em resposta @ CXCLS8..........covviiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
Analise da atividade fungicida de neutréfilos de controles normais e
pacientes COM PCM........oooiii e
Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutrdfilos positivos
PAra DHR-123... e
Quantificagdo relativa da expressdo do RNAmM para matriz
metaloproteinase-9 (MMP-9) em neutrofilos..........vveeceeiiiiiiiiiiiiiiiie,

Analise da producdo de MMP-9 em sobrenadantes de cultura de
NEULIOFIIOS. ... s
Analise da atividade gelatinolitica de MMP-9 produzida por neutréfilos

apos o estimulo com IL-17 e/ou IL-23 ou com IFN-y.......ooovviiiiiniiennnnn.

Analise da produgdo de IL-13 em sobrenadantes de cultura de
NEULIOFIIOS. ...
Anadlise da producdo de IL-6 em sobrenadantes de cultura de
NEULIOFIIOS. ...
Analise da producdo de TNF-oo em sobrenadantes de cultura de
NEULFOTIOS. ...

"Dot-plots” representativos dos resultados da separagéo de neutrofilos

103

104

105

107

109

111

112

113

115

116

117

xxiii



8.2

por gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque e separacao
IMUNOMAGNELICA. ... . e e e e e eeees
"Dot-plots" representativos da produgdo de H,O, por neutrdfilos

estimulados com IL-17, IL-23 € IFN-y...ccoomiiiiiii e

XX1v



LISTA DE ABREVIATURAS

BSA: Soroalbumina Bovina

cDNA: Acido Desoxiribunucleico complementar

CFSE: "Carboxyfluorescein succinimidyl ester"

CMNs: Células Mononucleares

CMSP: Células Mononucleares do Sangue Periférico

CTL: Linfécito citotoxico

DEPC: Dietilpirocarbonato

DHR: Dihidrorodamina-123

ELISA: Ensaio Imunoenzimatico de absorcao

FA: Forma Adulta (cronica) da paracoccidioidomicose

FJ: Forma Juvenil (aguda) da paracoccidioidomicose

GM-CSF: Fator Estimulador de Colbnias de Granulécitos e Macrofagos
gp43: glicoproteina de 43 kDa - antigeno imuno-dominante produzido pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis

H20,: Perdxido de Hidrogénio

HLEC: Células Endoteliais Pulmonares Humanas

HTT: Testes cutadneos de hipersensibilidade do tipo tardio

ICAM-1: Molécula de Adesao Intercelular-1 (CD54)

IFN: Interferon

Ig: Imunoglobulina

IL-: Interleucina

XXV



IMF: Intensidade de Fluorescéncia Média

LPS: Lipopolissacarideo

MMP: Matriz metaloproteinase

NO: Oxido Nitrico

Pb18: cepa de alta viruléncia do fungo P. brasiliensis
Pb265: cepa de baixa viruléncia do fungo P. brasiliensis
PBS: Salina Tamponada com Fosfato

PCM: Paracoccidioidomicose

PHA: Fitohemaglutinina

Pl: Paracoccidioidomicose-infecgao

PMN: Células Polimorfonucleares

gRT-PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real
RNAm: Acido Ribonucleico (RNA) mensageiro

RIOs: Reativos Intermediarios de Oxigénio

SBF: Soro Bovino Fetal

SDS: Dodecil Sulfato de Sédio

sICAM-1: Molécula de Adeséo Intercelular-1 Soluvel
sTNF-R: Receptor soluvel para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.)
TGF: Fator de Transformagao de Crescimento

Th: Linfocito T do tipo auxiliar ("helper")

TNF: Fator de Necrose Tumoral

UFC: Unidade Formadora de Colbnia

XXVi



SUMARIO

RESUMO ... e

ABSTRACT ... s

1.

INTRODUGAO. ...t eeeeeeeeeeeeeeseeesees e seee e ese e s s eeeses e eee e

2. OBUETIVOS ... .. e

2.1.0DbJetivo geral........ccooeeieeeccee e
2.2.0bjetivos SPECITICOS. ....ccoeiiiieieiiiiieeeeeee e
CASUISTICA, MATERIAL E METODOS........ccocoovetieeeeeeeeeeeeee e,
3.1, CASUISHICA. ...t
3.2.Analise por imuno-histoquimica de lesdes de mucosa oral de
pacientes com paracoccCidioidOmICOSE..........cccvueveiiiieeeiiiieeeeieeeeee,
3.3.0Obtencao de leveduras de P. brasiliensis ...........c.cccceeeeeeeeeenvnnnnn....
3.4.Obtencao de células mononucleares (CMNs) e
polimorfonucleares (PMNs) do sangue periférico..............cc.c.......
3.5. Estimulacdo de CMNs para avaliagao da cinética de producao do
RNAm para citocinas e para a produgéo de IL-17...........ccccoeee.
3.6. Analise do efeito da IL-17 e IL-23 sobre a capacidade fungicida
de neutrdéfilos obtidos de sangue periférico de pacientes com a
doenca ativa e individuos do grupo controle................ccccciiiiininnnee.
3.7.Estimulagdo de neutrofilos com citocinas recombinantes (IL-17
€/0U IL-23 € IFN-Y) e

3.8.Cultivo e manutencdo de linhagem de células endoteliais

45

47

47

49

51

52

53

53

95

95

56

XxXvii



4.

pulmonares humanas (HLEC - Human Lung Endothelial Cells)..
3.9. Teste de adesao de neutrdfilos por imunofluorescéncia................
3.10. Teste de adesao de neutrdfilos por liberagdo de cromo...............

3.11.Imunofluorescéncia para analise de células por citometria de

3.12. Determinacgao da producgao de H,O, por neutrdfilos.....................

3.13. Anadlise da capacidade migratéria de neutréfilos em resposta a

3.14. Anadlise da produgdo de citocinas inflamatérias (IL-1B, IL-6 e
TNF-a) e MMP-9 por neutréfilos e de IL-17 por CMSP.................
3.15. Analise da atividade gelatinolitica de MMP-9 (zimografia) ........
3.16.Reacdes de PCR em Tempo Real (QRT-PCR)........ccceeeeeeieieneenn.
3.16.1.Extracdo de RNA .. ..o
3.16.2.Sintese de CDNA........coo i
3.16.3.Protocolo de qRT-PCR........c.oovuiiiiiiieeeeeeeeceeeeeeee
3.17.Western-blotting / imunoblot...............cccoo i
3.17.1.Preparacao do lisado de neutrofilos.........cccooeeevviiiiieiieeieennn.
3.17.2.SDS-PAGE e western-blotting.............ccoooiiiiiiiiiiiceeen,
3.17.3.IMunobIot. ...
3.18. Analise estatistiCa............uueriiiiiiiiiiiii
RESULTADOS......eoioiieeee ettt e e e e nne e e sneeeenneeeeas
4.1.Anadlise da cinética de expressao do RNAm para IL-17 e RORyt

por células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de

57

58

60

61

62

63

64

64

66

66

67

68

70

70

71

72

73

75

XXviil



pacientes com paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles por

4.2.Analise da produgao de IL-17 no sobrenadante de cultura de
CMSPs de pacientes com paracoccidioidomicose (FA e FJ) e
CONMIOIES. ...
4.3.Analise da expressdo de IL-17 em biopsias de lesdes de
pacientes com paracoccidioidomicose (FA€e FJ) .....ooovvvvvvvviieeennn.
4.4. Analise da presenca de neutrofilos em lesdes de pacientes com a
FA e FJ da paracoccidioidomiCOSE............cceeeeviieieiiiieeeeiieeeeeeeeee,
4.5.Andlise da expressdao (RNAm e proteina) dos receptores de
citocinas IL17R e IL23R por neutrofilos............ceeeeeiiiiiiieiieeieeiinnnn.
4.6.Analise do efeito do tratamento com IL-17 e/ou IL-23 sobre a
ativacao dos Neutrofilos..........cooeveiiiiiiiiiiiee e
4.7.Andlise da expressao (RNAm e proteina) das moléculas de
adesdo (CD54 / ICAM-1 e CD62L) por neutrofilos...........eeceeeeennn..
4.8.Andlise do efeito do tratamento com citocinas (IL17, IL23 e
IFN—y) sobre a adesao de neutrdéfilos em células endoteliais.......
4.9.Andlise da expressédo (RNAm e proteina) dos receptores de
quimiocina CXCR1 e CXCR2 por neutrofilos.........cccceeevveeeeeeiennnee.
4.10. Analise da expressao de CXCL8 (IL-8) em lesdes de pacientes
com paracoccidioidomicoSe (FA).......coouviiiiiiiiiiiiieeeeee
4.11. Analise da capacidade migratoria de neutrdfilos tratados com IL-

17 e/ou IL-23 em resposta a CXCLS..........ccoovviiiiiiiiiiiieeee,

7

78

79

81

83

88

90

93

99

104

XXIX



4.12.Anadlise do efeito da IL-17, IL-23 e IFN-y sobre a capacidade
fungicida de Neutrofilos..........ii i
4.13. Analise da producao de H,O, por neutréfilos tratados com IL-17,
I = o N SRR
4.14.Andlise da expressao (RNAm e proteina) de matriz
metaloproteinase- 9 (MMP-9) por neutrofilos...............ccoooeeeeeee,
4.15.Andlise da produgcéo de IL1B,IL-6 e TNF-o por neutrofilos
estimulados com IL17 €/ou IL23..........ccouiiiiiiiieiiiees
. DISCUSSAD. ... oot

. CONCLUSOES.......coiiieeeeee ettt

. BIBLIOGRAFIA. ...

 APENDICE. ...

8.1.Parecer do Comité de Etica em Pesquisa............cccveeeveeeveeeerenn.
8.2. Analise da separagao de neutrofilos por gradiente de densidade
e separagao imunNomMagnEetiCa...........oeuvuuueiiiiiiieee e

8.3.Andlise da producédo de H,O, por neutréfilos por citometria de

106

108

110

114

119

131

135

155

157

159

161

XXX



INTRODUCAO




32



1. INTRODUGAO

Dentre as micoses sistémicas, a paracoccidioidomicose (PCM) €& a que
apresenta maior importadncia em nosso meio. Causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis, encontra-se restrita aos paises da América Latina,
sendo endémica em algumas regides do Brasil [1, 2]. A infeccdo provavelmente
ocorre por meio da inalacdo de propagulos do fungo que se depositam nos
pulmdes causando lesdes locais, ou que podem se disseminar via corrente
sanguinea ou linfatica para diversos 6rgaos como: figado, baco, glandulas
suprarenais, medula 6ssea, mucosas e pele [1, 3].

A infeccao pelo P. brasiliensis pode ter trés resultados: 1) a PCM-infecgao
(PI), comum em individuos que residem ou trabalham em areas endémicas e que
entram em contato com o fungo, mas que nao desenvolvem sinais clinicos da
doenga; 2) a forma juvenil (FJ) mais comum em criangas e jovens de ambos 0s
sexos, e caracterizada pelo acometimento dos linfonodos, figado, baco e
disfungcdo na medula 6ssea; e 3) a forma adulta (FA) ou crénica que acomete
majoritariamente homens adultos entre 30 e 60 anos. A forma adulta apresenta
manifestacdes clinicas que variam desde lesdes pulmonares isoladas (forma
unifocal) ao acometimento sistémico (forma multifocal), com lesbes na pele e
mucosas [1, 3, 4]. Em relacdo as duas formas da doenca, em ambos os casos a
imunidade celular apresenta-se comprometida, e a auséncia de intervengao por
meio de terapia especifica leva a altas taxas de mortalidade, principalmente em

criangas [3, 5, 6].
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O desenvolvimento de modelos experimentais da infeccdo pelo P.
brasiliensis permitiu compreender de forma mais clara a relagdo entre a resposta
imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro e as diferentes manifestagdes da
paracoccidioidomicose [7]. Camundongos suscetiveis (linhagem B10.A)
apresentam resposta imune celular deprimida, evidenciada pela proliferacao de
linfécitos e reagao de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) diminuidas frente a
estimulos com antigenos do fungo [5]. Além disso, produzem preferencialmente
citocinas do tipo Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10, e anticorpos das classes IgG1 e IgA
[8-11]. Apds a infecgdo esses camundongos apresentam disseminagédo do fungo
por todo organismo, evidenciando a sua incapacidade para o controle da mesma.
Por outro lado, nos camundongos resistentes (linhagem A/Sn — A/J) a resposta
imunoldgica celular é preservada, com linfoproliferacéo e testes de HTT positivos

e producgao de citocinas do tipo Th1 como o interferon-gama (IFN-y) e o fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-o), assim como produgdo de anticorpos da classe
lgG2a [8-10].

Esses achados no modelo experimental encontram paralelo na doenca
humana. Individuos apresentando a FJ da PCM apresentam uma resposta
predominantemente T-"helper" do tipo 2 (Th2), com produgdo aumentada (in vitro)
de citocinas supressoras da resposta imune celular como a interleucina-4 (IL-4),
IL-5, IL-10, o fator de transformagdo de crescimento-beta (TGF-B) e baixa
producdo de IFN-y e TNF-a[12-16]. Esses individuos também produzem
quantidades elevadas de anticorpos especificos com predominancia dos isotipos

IgG4, IgE e IgA, cuja mudanca de classe é regulado por citocinas Th2 como a IL-4
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e pelo TGF-B assim como numero elevado de eosindfilos na circulagdo e
infiltrando as lesdes [13, 17-21]. Ja os individuos com a FA desenvolvem uma
resposta mista, que resulta em diferentes apresentacdes clinicas da doenca,
produzindo citocinas do tipo Th1 como IFN-y, TNF-a e IL-2 e quantidades
variaveis de IL-10 e IL-4 [14-16]. Quanto a resposta imune humoral, produzem
menores niveis de anticorpos quando comparados a individuos com a forma
juvenil, com predominio das classes IgG1 e IgG2 [13, 17, 18]. Ja os individuos
apresentando a PCM-infeccdo nao apresentam sinais clinicos de doenca e
tampouco produzem anticorpos especificos, mas desenvolvem resposta celular
vigorosa contra antigenos do fungo e produzem quantidades elevadas de IFN-y,
IL-2 e TNF-a e niveis basais de IL-4, IL-5 e IL-10 [14-16].

Os dados expostos acima indicam que a resposta imunolégica efetiva, com
participacdo de células Th1, € de extrema importadncia para a resisténcia e o
controle da infecgdo causada pelo P. brasiliensis, destacando-se o papel do IFN-y
nessa protecdo. Entretanto, apesar do balanco entre as respostas Th1 e Th2
explicarem muitas das diferencas marcantes entre as formas clinicas da doenca e
a PCM-infecgdo, alguns fatos ainda permanecem sem explicagdo. Resultados
intrigantes, tanto na doenga humana quanto experimental, ttm mostrado que a
resposta inflamatéria exacerbada, principalmente na fase inicial da infeccao, esta
relacionada a formas mais graves da paracoccidioidomicose e pior controle da
doenga por parte do hospedeiro [22-24]. Camundongos suscetiveis (linhagem
B.10) a infecgdo pelo P. brasiliensis, quando infectados por via intratraqueal,

apresentam uma resposta imunoldgica inicial caracterizada pela grande produgao
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de mediadores inflamatérios (em teoria relacionada a uma resposta Th1) e pelo
infiltrado de grande numero de neutréfilos. Por outro lado, camundongos
resistentes, produzem quantidades moderadas desses mediadores e menor
infiltrado inflamatério [25].

Recentemente, linfocitos T CD4" produtores de IL-17 foram identificados
como sendo uma subpopulagédo com origem distinta dos linfécitos Th1 e Th2,
sendo denominados de Th17 [26, 27]. Essas células foram identificadas por
apresentar um papel de grande importancia em doengas autoimunes como a
esclerose multipla (e seu modelo experimental — encefalomielite autoimune
experimental), a artrite reumatdide e as doengas inflamatdrias intestinais [28, 29].

A diferenciacdo de células T nas diversas subpopulagdes € regulada
principalmente pela presenca de certas citocinas produzidas no ambiente onde
ocorre a apresentagcdo do antigeno. A interagdo dessas citocinas com seus
receptores leva a sinalizagao intracelular especifica, e posterior ativagao de
fatores de transcricao que sao caracteristicos de cada uma dessas subpopulacdes
[30, 31]. Assim, células Th1 se diferenciam quando citocinas como a IL-12 e IFN-y
estdo presentes no meio, as quais levam a ativacdo de fatores de transcricao
como a STAT-1, STAT-4 e T-bet. As células Th2 se diferenciam na presenca de
IL-4, que sinaliza via STAT-6 e GATA-3 [30-32]. De maneira geral as células Th17
se diferenciam na presenca de TGF-B e IL-6, sendo que outras citocinas
inflamatdrias como IL-1 e TNF-a podem ter efeitos adicionais [31, 33-37]. Além

dessas citocinas, também é importante a presenca de IL-23 que promove a
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sobrevivéncia e a diferenciacdo adicional dessas células. A diferenciacao de
células Th17 ocorre por meio da sinalizagao via STAT-3 e RORyt [35-38].

Apesar de terem sido inicialmente descritas na resposta imunolégica em
doencas autoimunes, atualmente a participacado de células Th17 também tem sido
descrita tanto na resisténcia como na suscetibilidade a doencas infecciosas
causadas por bactérias, protozoarios e fungos [39-45]. Na tuberculose pulmonar
humana, foi demonstrada uma diminuicdo da quantidade de células Th17 na
circulagcao periférica em comparagdo ao observado em individuos saudaveis,
situacao revertida apds o tratamento efetivo [46-48]. A presencga de células Th17 e
a producado local de IL-17 nos pulmdes aparentemente estimula as células
epiteliais, macréfagos e células endoteliais a produzirem citocinas e quimiocinas
inflamatorias como a CXCLS8, IL-1pB, IL-23, IL-6 e de peptideos com agdo anti-
bacteriana como as defensinas, induzindo o acumulo de neutrdfilos e de outras
células inflamatdrias, que desempenham papel importante no controle da doenca
[41]. No modelo experimental da tuberculose, a produgao de IL-17 também leva a
uma resposta favoravel, participando de forma importante para a formacido do
granuloma, e estimulando a produgéo de quimiocinas inflamatérias como a CXCL9
e CXCL10, o que levaria ao recrutamento secundario de células Th1 e ao aumento
da produgdo de outras citocinas pré-inflamatérias como o IFN-y [49-52]. Na
infeccdo causada pelo Trypanossoma cruzi a IL-17 foi relacionada a indugédo da
resposta imunoldgica, principalmente através da estimulagao para a producéo de

IFN-y e outras citocinas [45].
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Apos a sua descrigao, a participagdo das células Th17 na resposta
imunoldgica a doengas causadas por fungos comecgou a ser bastante estudada, e
a IL-17 foi apontada como uma das principais citocinas que promovem a
resisténcia a esses agentes patogénicos [43, 53-55]. No modelo experimental da
infeccao causada pelo Pneumocystis jiroveci (carinii), a producao de IL-17 e IL-23,
foi apontada como sendo importante na resposta protetora [56]. Na infeccdo
experimental por Histoplasma capsulatum, Heninger et al (2006)[57] relataram a
presenca de células produtoras de IFN-y e IL-17 no granuloma formado em
resposta ao fungo, e que a IL-17 é necessaria para a sua formagao. Na infecgéo
pelo Cryptococcus neoformans, a presencga de IL-23, e consequentemente de IL-
17, foi relacionada a resisténcia a doenca por meio da indugdo de citocinas
inflamatérias como IL-1 e IL-6 [49]. Em relacdo a infeccdo por Candida albicans,
existem trabalhos com resultados contraditorios, sendo que alguns apontam para
a participacao dessas células na resisténcia, e outros na suscetibilidade a infec¢ao
[48, 54, 58-62]. Em um trabalho publicado por Zelante et al. (2007), os autores
também verificaram que a IL-17 pode influenciar na suscetibilidade a infeccdo por
C. albicans e Aspergillus fumigatus, e que nas duas infec¢des esta citocina induz o
aumento da atividade inflamatdria na resposta inicial, que em ultima instancia
resulta em uma resposta celular deficiente, e em uma atividade fungicida de
neutroéfilos bastante reduzida [54].

Em doencgas inflamatérias do trato respiratorio, a producdo de IL-17 é
apontada como uma das principais citocinas efetoras no recrutamento de

neutréfilos [63-65]. Neutréfilos sdo células de origem mieldide, que constituem a
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maioria dos leucécitos presentes na circulagdo. Essas células, juntamente com os
macrofagos, sao as primeiras a serem recrutadas para o sitio de infecgao durante
a resposta inflamatdria, e tém como fungdo principal a ingestdo dos micro-
organismos (fagocitose) e posterior destruicdo dos mesmos. Para a destruicao dos
patdgenos os neutrdéfilos, apds sua ativacédo, produzem grandes quantidades de
substancias chamadas de Reativos Intermediarios de Oxigénio (RIOs), assim
como de oxido nitrico (NO). Além dos RIOs, os neutrofilos também produzem e
liberam no sitio inflamatério uma série de enzimas proteoliticas como elastases,
catepsina-G e matriz-metaloproteinases (MMPs). Essas enzimas podem levar a
destruicdo dos tecidos do hospedeiro, sendo responsaveis por muitas das
imunopatologias observadas em processos inflamatérios crénicos [66, 67].

Como mencionado, a infeccdo pulmonar experimental pelo P. brasiliensis
leva ao recrutamento de neutrdfilos ao pulmao [25, 68]. A analise do lavado
bronco alveolar de pacientes com a forma pulmonar da paracoccidioidomicose
mostra um aumento do influxo de neutrdfilos para esse compartimento [69, 70]. A
presenca dessas células também é caracteristica de lesbes causadas pelo P.
brasiliensis em outros érgaos e tecidos [1, 71].

A migracgao de células do sistema imunolégico para o sitio inflamatério € um
fendbmeno complexo, caracterizado pela participacido de diversas moléculas de
adesao e pela produgao de quimiocinas e pela expressdo de seus receptores.
Neutrofilos expressam diversos receptores de quimiocinas, sendo os principais
aqueles relacionados a agao da quimiocina CXCL8 (IL-8). Quimiocinas sao
citocinas que induzem a migracéo dirigida de subpopulagdes de leucdcitos para os

locais de inflamagao. As quimiocinas sao proteinas estruturalmente relacionadas
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ou homologas e podem ser subdivididas em quatro subfamilias: CXC (ou a) nas
quais as duas primeiras cisteinas da molécula sdo separadas por um aminoacido,
CC (ou B) nas quais as duas primeiras cisteinas sao adjacentes, CX3C (ou y) com
trés aminoacidos entre as duas primeiras cisteinas e C (ou 8) nas quais falta uma
das cisteinas [72-74]. As quimiocinas do tipo CXC que contém a sequéncia acido
glutédmico-leucina-arginina (denominadas de ERL), precedendo a sequéncia CXC,
sdo quimiotaticas para neutrofilos (como por exemplo a CXCL8/IL-8) e aquelas
que ndo contém esta sequéncia atuam sobre linfocitos (como por exemplo a
CXCL9 (Mig) e CXCL10 (IP-10), entre outras) [73]. A agdo das quimiocinas se da
por meio de sua ligacdo a receptores especificos, presentes na superficie das
células [75]. A expressao diferencial desses receptores nas diversas fases da
resposta imunologica é que ira controlar a migragdo dos leucocitos entre os
diversos locais de atuacdo. Existem dois receptores capazes de responder a
CXCL8: 0 CXCR1 e o0 CXCR2, ambos expressos por neutrofilos. Os receptores de
quimiocina CXCR1 e CXCR2 sdo expressos principalmente em células de origem
mieldide, como PMNs e mondcitos, mas também podem ser expressos por outras
células como: linfocitos T CD8", mastdcitos, células endoteliais e epiteliais. O
CXCR1 liga-se apenas a IL-8, por outro lado o CXCR2 é ligante para IL-8, entre
outros [73] [76].

Além das quimiocinas e seus receptores, a migragao dos leucocitos envolve
a participagdo coordenada de um grande numero de moléculas expressas na
superficie dos leucocitos e das células endoteliais denominadas coletivamente de

moléculas de ades&o. A grande maioria das moléculas de adesdo pode ser
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agrupada em duas familias principais: as integrinas e as selectinas, expressas
tanto na superficie do endotélio vascular como na membrana dos leucdcitos [77-
79]. Integrinas do tipo B2, especialmente CD11a/CD18 (LFA-1) e seu ligante a
molécula da superfamilia da imunoglobulinas CD54 (ICAM-1) s&o implicadas na
migragdo de leucdcitos, apresentacdo de antigenos, fagocitose e producgédo de
RIOs. A expressdao das moléculas de adesao na superficie celular depende da
estimulacédo por citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-1B e IL-6, e também
pode ser induzida por alguns produtos bacterianos como o LPS [80]. Em trabalho
realizado por Roussel et al. (2010) [81] foi demonstrado que a IL-17 apresenta-se
como potente ativadora do endotélio in vivo, promovendo o recrutamento de
neutrofilos para locais inflamatérios. As células endoteliais expressam receptores
para IL-17 e, deste modo, respondem de maneira rapida quando estimuladas com
a citocina, produzindo moléculas quimiotrativas para neutréfilos além de moléculas
de adesdo envolvidas no extravasamento de leucécitos. A IL-17, desse modo,
participa ativamente na migragdo de leucdcitos (principalmente de neutrdéfilos)
tanto in vivo quanto em testes in vitro.

A adesdo leucocitaria apresenta diferentes etapas: Inicialmente, os
leucécitos aderem fracamente a parede dos vasos sanguineos devido a interagdes
fracas entre selectinas expressas nas células endoteliais e seus ligantes, nesse
estagio ocorre o rolamento dos leucdcitos [82]. Dentre as selectinas, pode-se
destacar a L-selectina (CD62L), uma glicoproteina transmembrana que interage
com ligantes presentes no endotélio [77]. Suas agdes contribuem tanto nos

primeiros eventos adesivos, bem como as fases posteriores da quimiotaxia e
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migracao celular [83]. Em seguida ocorre a adesao firme mediada por integrinas
[82]. O ICAM-1 (CD54) é uma molécula de adesdo celular da familia das
imunoglobulinas expressa por diversos tipos celulares, incluindo leucdécitos e
células endoteliais. Sua expressao pode ser induzida através de citocinas como o
TNF-a e IFN-y, e inibida por glucocorticoides. Dentre seus ligantes, podem se
destacar os receptores de integrina ligada a membrana LFA-1 e Mac-1 em
leucdcitos. A molécula de CD54 desempenha um papel importante na resposta
imune inata e adaptativa, ja que esta envolvida na migragdo de leucdcitos para
locais de inflamacgado, assim como na interacdo de células apresentadoras de
antigenos e células T [84]. Em trabalho realizado anteriormente por nosso grupo,
demonstramos que células mononucleares do sangue periférico de individuos de
ambas as formas clinicas da paracoccidioidomicose (FJ e FA) apresentam uma
expressdo aumentada de CD54 (ICAM-1), em relagdo aos individuos com
paracoccidioidomicose-infecgéo [15].

Apesar da presenca de grande numero de neutrofilos nos pulmdes e nas
lesbes de pacientes com PCM, estudos realizados in vitro indicam que neutrofilos
de pacientes com a doenga ativa, assim como de camundongos suscetiveis a
infeccdo, apresentam capacidade fungicida diminuida contra células do fungo, em
comparagdo a individuos normais ou a camundongos resistentes. Essa
caracteristica aparentemente esta relacionada com a diminui¢do na capacidade de
producao de reativos intermediarios de oxigénio como o peroxido de hidrogénio
[25, 85, 86]. Em um estudo realizado por Rodrigues et al. (2007) [87] neutrdfilos de

individuos saudaveis quando incubados com IFN-y, TNF-a e GM-CSF
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apresentaram efeito fungicida eficiente contra a cepa Pb18 do P. brasiliensis,
mostrando desta maneira a importancia das citocinas no processo da ativagédo dos
neutroéfilos. Outros trabalhos também demonstram a ativagao dos neutréfilos por
citocinas como o IFN-y, enquanto que a presenca de IL-10 suprime essa resposta
[88]. Nesse contexto, a atividade fungicida de PMNs apés a ativagdo é
dependente da producéo de reativos intermediarios de oxigénio como o perdxido
de hidrogénio (H20;) e anion superoxido. No modelo experimental, McEwen et al.
(1987) [89] também demonstraram que a atividade fungicida de PMNs esta
relacionada com a liberagdo de reativos de oxigénio, sendo que neutréfilos de
camundongos resistentes a PCM apresentaram produgdo de niveis maiores de

H>0O, se comparados aos camundongos susceptiveis a doencga.

Como mencionado, os estudos que abordam a participacdo de células
Th17 na resposta imunoldgica nas infecgdes fungicas ainda séo incipientes, e nao
existem trabalhos (experimentais ou em humanos) que mostrem a sua
participacdo na resposta imunolégica ao P. brasiliensis. Diversos trabalhos
demonstraram que a resposta adaptativa associada a resisténcia e a
suscetibilidade a paracoccidioidomicose é relacionada a respostas Th1 e Th2
respectivamente [90], contudo, algumas caracteristicas, como o fato de haver a
presenca de infiltrado inflamatério, tanto no pulmado como em outros tecidos, com
um grande numero de neutrofilos com atividade fungicida diminuida, ndo séo
explicadas por esse modelo. Nos Uultimos anos, a participagdo de células

produtoras de IL-17 (Th17) na resposta imunoldgica a infec¢des fungicas tem sido
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bastante estudada, sendo considerada de grande importancia para a contengao
desses patogenos, sobretudo por sua fungdo como citocina pré-inflamatéria,
atuando na ativagao e migracao de neutrdfilos. Tendo isso em vista, temos como
hipétese que as células Th17 podem participar da resposta imunolégica ao P.
brasiliensis e sao responsaveis, pelo menos em parte, pelo descontrole da
resposta inflamatdria, por meio da ativacdo e recrutamento de neutréfilos para o

sitio de infecgao.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral
Avaliar se a presencga de IL-17 e IL-23 altera a capacidade fungicida, migratéria e
inflamatéria de  neutréfilos  humanos  obtidos de individuos com

paracoccidioidomicose e de controles normais.

2.2.Objetivos especificos:

- Avaliar se a presenca de IL-17 e/ou IL-23 afeta a capacidade fungicida de
neutroéfilos contra cepas de alta viruléncia (Pb18) e de baixa viruléncia (Pb265) de
P. brasiliensis.

- Avaliar se a presenca de IL-17 e IL-23 leva a alteragdo na expressao de
moléculas de adesao (CD54 e CD62L) e de receptores de quimiocinas (CXCR1 e
CXCR2) por neutrdfilos.

- Avaliar se a presenca de IL-17 e IL-23 altera a capacidade de adesdo em células
endoteliais e de migracado de neutrdéfilos em resposta a CXCLS.

- Avaliar o efeito da presenca de IL-17 e IL-23 sobre a producédo de reativos
intermediarios de oxigénio, de matrix-metaloproteinase-9 (MMP-9) e de citocinas

inflamatdrias (IL-6, TNF-a., IL-1B) por neutrdfilos.
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3. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1.Casuistica

Para a realizacdo dos diversos experimentos descritos foi utilizado um
namero variavel de amostras de sangue (descrito em cada um dos graficos dos
resultados), obtidas de controles normais e pacientes com a forma adulta
multifocal (FA) ou com a forma juvenil (FJ) da paracoccidioidomicose.

Os individuos do grupo controle foram recrutados na zona endémica de
Campinas, anteriormente identificados por apresentarem teste cutidneo de
hipersensibilidade do tipo tardio negativo a gp43 (antigeno imunodominante do P.
brasiliensis) e nao apresentavam no momento da coleta nenhum sintoma de
qualquer doenca em atividade. Pacientes com paracoccidioidomicose foram
selecionados no ambulatério de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clinicas da
UNICAMP, foram incluidos somente pacientes apresentando doenca ativa antes
do inicio (pés-diagndéstico) ou no maximo com um més de tratamento, que ainda
apresentavam  sintomas e exames laboratoriais compativeis com
paracoccidioidomicose em atividade. Os pacientes foram classificados quanto a
forma clinica conforme os critérios estabelecidos por Franco et al. (1987)[4]. Cada
individuo foi informado sobre sua participacdo na pesquisa, assinando um termo
de consentimento pds-informagao, de acordo com as normas estabelecidas pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
(ver apéndice).

Para a analise dos tecidos por imuno-histoquimica foram utilizados tecidos

de bidpsias obtidas para fim diagndstico (mucosa oral ou linfonodos), fixadas e
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embebidas em parafina, arquivadas no setor de Anatomia Patolégica do HC da

UNICAMP.

3.2.Andlise por imuno-histoquimica de lesdbes de mucosa oral e de
linfonodos de pacientes com paracoccidioidomicose

Foram analisados 10 amostras diferentes de pacientes com a FA (mucosa
oral — FA multifocal) e 10 amostras diferentes de pacientes apresentando a FJ da
PCM (linfonodos). As lesdes incluidas no estudo foram aquelas que apresentavam
leveduras de P. brasiliensis.

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes sequenciais em
micrétomo com espessura de 3-5 um, e as laminas foram submetidas a
desparafinizagdo por banhos sequenciais em xilol e etanol. Apdés a
desparafinizagéo, os tecidos foram submetidos a recuperag¢ao antigénica.

Para a recuperagéo antigénica, as laminas foram submersas em tampé&o de
recuperacdo (EDTA pH 9,3) em recipientes adequados e submetidos a
aquecimento em panela de vapor a 95°C por 30 minutos. Apds 0 aquecimento as
laminas foram resfriadas a temperatura ambiente. Apos a recuperagao antigénica,
os cortes foram submetidos a marcagdo com anticorpos especificos (anti-IL17,
anti-CD15 e anti-CXCL8). Os anticorpos foram titulados para otimizar a marcagao
e evitar ligagdes inespecificas (dados ndo mostrados). As etapas de bloqueio de
peroxidase enddgena, de adicdo do anticorpo secundario e revelagédo foram feitas
com reagentes fornecidos com o “kit” do sistema NovoLink (Max Polimer Detection

System — Novocastra Laboratories) de acordo com as instru¢ées do fabricante.
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Apds a realizagdo da marcacdo, os tecidos foram contra-corados com

hematoxilina e as laminas montadas em entelan.

3.3.0btencao de leveduras de P. brasiliensis

Culturas da fase leveduriforme de P. brasiliensis da cepa de alta viruléncia
Pb18 e da cepa de baixa viruléncia Pb265 foram mantidas em estufa a 36°C em
meio Fava-Netto por 7 dias. Apds esse periodo o crescimento do tubo foi lavado
em PBS estéril e para a obtencao de células individuais a suspensao de leveduras
foi agitada em vortex em tubos de 50 mL contendo esferas de vidro de 4mm de
didmetro por 5 minutos. Apds a agitagao os tubos foram incubados por 30 minutos
a 37°C para a deposicdo das células ndo desagregadas e o sobrenadante
transferido para outro tubo, a partir do qual o numero de células leveduriformes
viaveis foi determinado por contagem em hematocitdmetro na presenga de verde
de Janus. Foram utilizadas suspensdes contendo mais que 85% de células
viaveis. O numero de leveduras utilizado em cada experimento foi acertado

conforme a necessidade.

3.4.0btencao de células mononucleares (CMNs) e polimorfonucleares
(PMNs) do sangue periférico
O sangue periférico de pacientes com paracoccidioidomicose apresentando
a doenca ativa, assim como de individuos do grupo controle, foi coletado em tubos
contendo heparina sodica (40-50mL).
Para a separacado das fragdes de células mononucleares (CMNs) e de

polimorfonucleares (PMNs) as amostras foram centrifugadas sobre uma solugao
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de ficoll-hypaque - Sigma (Ficoll-Paque Plus - GE HealthCare, densidade 1,077 -
400 g por 30 minutos a temperatura ambiente), sendo as fracbes de células
mononucleares (CMNs — anel sobre a solucdo de ficoll-hypaque) e de
polimorfonucleares (PMNs — parte superior da camada de hemacias) transferidas
para outros tubos tipo falcon de 15 mL. As CMNs foram entdo submetidas a duas
lavagens com meio RPMI (300 g por 10 minutos a 4°C), enquanto que as PMNs
foram ressuspendidas em tampéao de lise de hemacias e incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apés a lise das hemacias, as PMNs foram submetidas a
nova separagao sobre ficoll-hypaque com densidade de 1,119 (Histopaque -
Sigma - 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente) e depois a duas lavagens
com RPMI (300 g por 10 minutos a temperatura ambiente). Apdés a lavagem, as
CMNs e PMNs tiveram seu numero e viabilidade estimado (cAmara de Neubauer e
azul de Tripan) e utilizadas para realizagdo de diferentes experimentos conforme
descrito abaixo.

Apds o procedimento de separagao descrito acima mais de 90% das
células PMNs obtidas eram de neutrdfilos (figura 8.1 - Apéndice).

Para os experimentos de imunoblot realizados para confirmar o efeito direto
das citocinas recombinantes sobre os neutrofilos, submetemos as PMNs, obtidas
conforme descrito acima, a uma etapa adicional de separagdao imunomagnética
com "beads" acopladas a anticorpos anti-CD16 (anti-CD16 "beads" - MACs -
Miltenyi Biotec), seguindo as instru¢des do fabricante. Para garantir a pureza das
preparacdes celulares, as amostras foram passadas 2 vezes por colunas. Apos
esse procedimento, obtivemos preparagdes celulares com pureza superior a 99%

(ver figura 8.1 - Apéndice).
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3.5.Estimulagcdo de células mononucleares do sangue periférico para
avaliacao da cinética de produgcao do RNAm e da producgao de IL-17

Células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de pacientes
apresentando a FA ou FJ da paracoccidioidomicose, e de individuos do grupo
controle foram separadas por meio de centrifugagdo em gradiente de Ficoll-
Hypaque conforme descrito acima. Apos a obtencdo das células, as mesmas
foram contadas e ressuspendidas em meio RPMI suplementado (2 x 10°
células/mL) e colocadas em placas de cultura de 24 wells. As células entdo foram
mantidas sem estimulo ou estimuladas com PHA (10ug/mL) por 0, 3, 6, 12, 24 ou
48 horas. Apds cada periodo as células foram coletadas e utilizadas para extracao
do RNAm para detecgdo da producdo do RNAm para IL-17 e RORyt, e os
sobrenadantes das culturas de 24 horas foram coletados e utilizados para

dosagem de IL-17 por ELISA.

3.6.Analise do efeito da IL-17 e IL-23 sobre a capacidade fungicida de
neutréfilos obtidos de sangue periférico de pacientes com a doencga ativa

e individuos do grupo controle.
Os neutrdfilos obtidos do sangue periférico de pacientes com a doenca
ativa foram avaliados quanto a sua capacidade fungicida contra duas cepas de P.
brasiliensis (Pb18 e Pb265). Para isso, 100 uL de uma suspensao de células (2 x
10° células/mL - obtidas conforme descrito acima) em RPMI suplementado com
10% soro AB, L-glutamina e gentamicina foram colocadas em placas de 96
cavidades com fundo em U, e desafiadas com 100 uL de uma suspensao

contendo 4 x 10° células leveduriformes de P. brasiliensis (das cepas Pb18 e
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Pb265 - razdo fungo:neutréfilos de 1:50). As coculturas foram mantidas sem
estimulo adicional ou entdo estimuladas com citocinas recombinantes (IL-23 - 100
ng/mL e IL-17 — 100 ng/mL, isoladamente ou em combinacdo ou IFN-y -
100ng/mL) por 4 e 24 horas a 37°C em estufa de CO; (5%). Ap6s esse periodo as
cavidades foram lavadas 3 vezes com 0,2 mL de agua destilada estéril para lisar
os neutréfilos. O volume do produto de cada cavidade foi completado para 2 mL e
100 ulL dessa suspenséao foram plaqueados em meio Agar BHI suplementado com
4% de soro equino e 5% de fator de crescimento obtido de cultura da cepa Pb192
do P. brasiliensis e 1% de solugcdo antibidtica estreptomicina+penicilina [91]. As
placas foram seladas para evitar a desidratacéo e incubadas a 36°C por 5 a 30
dias durante os quais o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi
determinado. Como controle foi utilizado a mesma suspensao de leveduras de P.
brasiliensis, submetida as mesmas condi¢cdes descritas acima, com excecao da
presenca de neutréfilos. A atividade fungicida foi determinada pela seguinte

formula:

Numero de CFUs das placas experimentais

% de atividade fungicida = 1 — 100
% de atividade fungicida Numero de CFUs das placas controle X

3.7.Estimulagcao de neutréfilos com citocinas recombinantes (IL-17 e/ou IL-23
e IFN-y).

Apos a separacdo, os neutrofilos obtidos de pacientes com PCM ou

individuos controle foram ressuspendidos em meio RPMI suplementado (2 x 10°

células/mL) e colocados em placas de 24 cavidades. As culturas foram mantidas
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sem estimulo adicional ou entdo estimuladas com citocinas recombinantes (IL-23 -
100 ng/mL e IL-17 — 100 ng/mL, isoladamente ou em combinagéo ou com IFN-y -
100ng/mL) por 4 e 24 horas, a 37°C em estufa de CO; (5%). Apds o periodo de
cultura o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até o momento do uso
(dosagem de MMP-9, IL-1B1, IL-6 e TNF-a por ELISA, ver abaixo). As células
foram coletadas e parte delas submetida a imunofluorescéncia para analise da
expressao de marcadores de superficie (citometria de fluxo — ver abaixo), a outra
parte das células foi utilizada para a extracdo de RNA para analise posterior da
expressao do RNA mensageiro por PCR em tempo real (QRT-PCR, ver abaixo).
As condicdes de cultura de neutrdfilos utilizados para os testes de adesao estao

descritos abaixo.

3.8.Cultivo e manutencao de linhagem de células endoteliais pulmonares
humanas (HLEC - Human Lung Endothelial Cells).

Para os experimentos de adesido de neutrdéfilos, foram utilizadas células
endoteliais pulmonares humanas (linhagem HLEC) [92], gentiimente cedidas pelo
Prof. Dr. Fabio Trindade Maranhao Costa do Instituto de Biologia da UNICAMP. As
células foram expandidas em garrafas de cultura de 25 mm? em meio DMEM/F12
suplementado com 10% de soro bovino fetal (DMEM-SBF), em estufa de CO;
(5%) a 37°C. Ao atingirem 80-90% de confluéncia, as células foram coletadas com
o auxilio de "cell-scrapper", centrifugadas e tiveram seu numero e viabilidade
determinados, sendo novamente ressuspendidas em meio DMEM-SBF. As células

foram transferidas para laminas especificas para cultura com 8 divisées (Millicell
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EZ slide - Millipore - 1 x 10° células/cavidade), no caso de testes de ades3do por
imunofluorescéncia, ou entdo para placas de 24 cavidades (2 x 10°
células/cavidade), nos testes de adeséao por liberagao de cromo. As laminas e as
placas foram entdo incubadas em estufa de CO; (5%) a 37°C, por 2 dias (tempo
necessario para atingir novamente 90% de confluéncia). Apdés esse periodo, as
células foram submetidas a uma lavagem para a remogédo das células nao
aderidas e adicionado meio DMEM-SBF fresco contendo as citocinas
recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL, IL-17 — 100 ng/mL, ou com IFN-y - 100ng/mL).
As laminas ou placas foram novamente incubadas por um periodo adicional de 24
horas (para atingirem 100% de confluéncia). Apos esse periodo o meio foi
removido, as laminas (ou placas) foram gentilmente lavadas com meio fresco para
remogao das células ndo aderidas e utilizadas para os testes de adesao (ver
descrigao abaixo).

Para avaliar a expressao de moléculas de adesao pelas HLEC, as células
foram cultivadas em placas de 6 cavidades até atingirem 80-90% de confluéncia e
entdo estimuladas por 24 horas com as citocinas recombinantes. Apos esse
periodo o sobrenadante foi descartado, as células foram removidas da placa com
o auxilio de "cell-scrappers" e submetidas a marcacao de superficie com posterior

analise por citometria de fluxo (ver abaixo).

3.9.Teste de adesao de neutrofilos - imunofluorescéncia.
Para avaliar o efeito da IL17 sobre a capacidade de adesao dos neutrofilos

as ceélulas endoteliais, os neutrofilos purificados como descrito acima foram
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marcados com CFSE. Para isso, os neutréfilos foram transferidos para tubos do
tipo falcon, ressuspendidos em PBS estéril (5x10%/mL) e incubados por 5 minutos
a temperatura ambiente com M de CFSE. A¢s a incubacéo, o volume dos
tubos foi completado com meio RPMI contendo 10% de soro humano AB, e a
seguir as células foram sedimentadas por centrifugagao (10 minutos a 1250 RPM
a 4°C). Apés 2 lavagens, parte dos neutréfilos foi mantida sem estimulo e outra
parte estimulada com IL17 recombinante (100ng/mL) por 24 horas a 37°C em
estufa de CO, (5%). Apd6s a incubagdo os neutréfilos foram coletados e
submetidos a lavagem (1200 RPM por 10 minutos). Apds a lavagem as células
foram contadas, ressuspendidas em meio RPMI suplementado com soro humano
AB e incubadas sobre laminas especificas para cultura, nas quais células HLEC
foram cultivadas (ver acima). Em cada cavidade da lamina foram adicionados
5x10° neutrofilos. Apds 1 hora de incubagdo a 37°C em estufa de CO, (5%), as
cavidades das laminas foram lavadas gentilmente por 10 vezes (com meio de
cultura a 37°C) para desprender os neutréfilos ndo aderidos. Em seguida
adicionou-se 0,5 mL de formaldeido (2%) para fixacdo das células. As laminas
foram incubadas por 20 minutos a 4°C, e entdo lavadas com PBS (10 vezes).
Apods a remocao das divisdes, as laminas foram cobertas com solugcédo contendo o
corante DAPI (marcagao de nucleo celular), recobertas com laminulas e
analisadas em microscépio de fluorescéncia (Nikkon), com filtros especificos para
DAPI e CFSE. De cada cavidade (condigdo) foram fotografados 3 campos
selecionados de maneira aleatéria para posterior contagem do numero de

neutrofilos aderidos por campo.
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3.10. Teste de adesao de neutréfilos - liberagao de cromo.

A adesdo dos neutréfilos em células endoteliais também foi avaliada por
meio de um teste de liberacdo de cromo. Para isso, apds a separacéao, parte dos
neutréfilos foi mantida sem estimulo e outra parte estimulada com IL17
recombinante (100ng/mL) por 24 horas a 37°C em estufa de CO; (5%). Apds a
incubacdo os neutrofilos foram coletados e submetidos a lavagem por
centrifugacdo (1200 RPM 4°C por 10 minutos). Em seguida as células foram
contadas e incubadas com cromato de sédio (7,4 mBq/1x10° células - Cr°'-
481mBqg/mL — IPEN/CENEM-SP) diluido em meio RPMI suplementado com 20%
de soro bovino fetal (SBF) e cromato de sddio por 75 minutos em estufa de CO; a
37°C. A seguir as células foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com 2 mL de
meio RPMI suplementado. As células foram novamente contadas e
ressuspendidas em meio RPMI suplementado e incubadas em placas de 24
cavidades nas quais células HLEC foram cultivadas (ver acima). Em cada
cavidade foram adicionados 2x10° neutrdfilos. Apds 1 hora de incubagdo a 37°C
em estufa de CO, (5%), as cavidades das placas foram lavadas gentilmente por
10 vezes para desprender os neutréfilos ndo aderidos, sendo entdo adicionados
0,2 mL de PBS-Triton X100 (10%) para a lise das células. Apés homogeneizagéo
foram retirados 90 uL do sobrenadante, que foram transferidos para tubos
apropriados. A leitura da liberacdo de cromo foi feita em contador gama (Gama
55008 - Bekman). Como forma de avaliagdo do numero de neutrofilos aderidos,
para cada experimento foi elaborada uma curva padrdo com um numero

conhecido de neutroéfilos marcados com cromo (figura 3.1).
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Figura 3.1 - Exemplos de curvas-padrao obtidas nos experimentos de adesao de
neutréfilos com liberagcdo de cromo. As curvas foram elaboradas com 7 pontos
iniciando-se em 1x10° neutrofilos até 1,5x103 neutréfilos. A emissdo de
radioatividade (cpm) foi entdo "plotada" contra o numero de neutréfilos, obtendo-
se uma férmula por meio de regressao linear (destacada no grafico), a qual foi

utilizada para calcular o numero de neutréfilos aderido em cada cavidade da placa.

3.11. Imunofluorescéncia para analise de células por citometria de fluxo.
Células (neutréfilos e HLEC) estimuladas conforme descrito nos itens
anteriores foram distribuidas (2 x 10° células/cavidade) em placa de 96 cavidades
com fundo em U. Para cada tipo celular foi adicionado um conjunto de anticorpos
para marcacdo de superficie. Neutrdfilos: anti-CXCR1 (FITC), anti-CXCR2 (PE),
anti-IL23R (PercP-Cy5), anti-IL17RA (APC), anti-CD16 (APC-Cy7), anti-CD62L
(FITC) e anti-CD54 (PE). HLEC: CD54 (FITC), CD62E (PE), CD62P (PE-Cy5),
CD11b (APC-Cy7), CD11a (FITC), CD106 (PE). As células foram incubadas com
o respectivo conjunto de anticorpos diluidos em 20 uL de PBS-BSA (0,1%)-Azida

sédica (0,2mM) (PBS-B-A), por 30 minutos a 4°C no escuro. Apds este periodo
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foram adicionados 150 uL de PBS-B-A, centrifugando-se por 10 minutos a 1250
RPM a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e as células ressuspendidas (vértex)
adicionando-se 200 uL de tampao PBS-B-A, seguido de nova centrifugacéo (10
minutos a 1200 RPM, 4°C). Em seguida as células foram ressuspendidas em 200
uL de formaldeido 2%, e incubadas a temperatura ambiente (TA) por 20 minutos.
Apds serem transferidas para tubos apropriados e o volume completado para 300
uL de formaldeido 2%, as leituras foram feitas em citbmetro de fluxo
(FACScanto/Becton & Dickson). A analise dos resultados foi feita em programa
especifico (FCSExpress —De Novo Software), sendo analisada a porcentagem de
células positivas e/ou a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada

marcador.

3.12. Determinacgao da produc¢ao de H;O; por neutréfilos.

A avaliagdo do efeito do tratamento com IL17 e/ou IL23 e IFN-y sobre a
producdo de H,O, por neutrdfilos estimulados com células leveduriformes de P.
brasiliensis foi realizada por meio de citometria de fluxo empregando-se a
marcagao com dihidrorodamina-123 (DHR-123) [93]. Para isso, neutrdfilos obtidos
do sangue periférico de individuos controle, conforme descrito acima, foram
incubados na presenga de citocinas recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL, IL-17 —
100 ng/mL ou com IFN-y - 100ng/mL) por 24 horas a 37°C em estufa de CO; (5%).
Apds a incubagao os neutrdéfilos foram coletados e submetidos a lavagem. Apds a
lavagem as células foram contadas e ressuspendidas em PBS estéril (5x10°

células/mL) e incubadas com 4uM de DHR-123 (Invitrogen - Molecular Probes) por
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30 minutos no escuro. Apds a incubagao as células foram lavadas 2 vezes com
meio RPMI e incubadas com células leveduriformes de P. brasiliensis das cepas
Pb18 ou Pb265 (razdo 10 neutrdfilos para cada levedura) por 1 hora a 37°C em
estufa de CO; (5%). Como controle positivo os neutrofilos foram estimulados com
PMA (50ng/mL - 1 hora). Apds o periodo de incubagdo os neutrofilos foram

coletados e analisados por citometria de fluxo para analise da producao de H,O..

3.13. Analise da capacidade migratéria de neutréfilos em resposta a CXCL8

Para avaliar a capacidade migratéria de neutréfilos foram realizados testes
de quimiotaxia. Os neutrdfilos de individuos controle foram estimulados por 24
horas com citocinas recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL e/ou IL-17 — 100 ng/mL).
Apos esse periodo as células foram coletadas, contadas e tiveram a viabilidade
estimada com azul de tripan. As células foram entdo ressuspendidas em meio
RPMI suplementado e colocadas na camara superior (5x10° células) de uma placa
especifica para quimiotaxia (Millipore Multiscreen Plate - MAMIC35 - com
membrana de 3 um). Na camara inferior da placa foi adicionado meio RPMI
contendo diferentes concentragdes de CXCL8 recombinante (0 a 20 ng/mL). As
placas foram incubadas por 2 horas a 37°C em estufa de CO,, apds esse periodo
as células da camara superior foram removidas por meio da aplicacdo de "swabs".
As placas foram centrifugadas, e as células foram coletadas por meio da lavagem
das cavidades inferiores (2x) com tampdo PBS contendo 1% de BSA. Apds
centrifugacéo, as células foram submetidas a imunofluorescéncia com anticorpo

anti-CD16 (APC-Cy7), como descrito acima e ressuspendidas em 100 pL de
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formaldeido a 2%. O numero de células em cada tubo foi avaliado pela aquisi¢cao
de 100 uL da suspensédo de células em citbmetro de fluxo, sendo o numero

absoluto convertido em células/mL.

3.14. Andlise da producao de citocinas inflamatérias (IL-18, IL-6 e TNF-a) e
MMP-9 por neutroéfilos e de IL-17 por CMSP.

Para avaliar a produgao de matriz-metaloproteinase-9 (MMP-9), IL-1p, IL-6

e TNF-a por neutréfilos e de IL-17 por CMSP foram feitas culturas nas condicdes

experimentais descritas acima, e o sobrenadante foi avaliado por meio de ELISA

("kits" DuoSet — R&D Systems), conforme as instrugdes do fabricante.

3.15. Analise da atividade gelatinolitica de MMP-9 (zimografia)

A avaliagao da atividade gelatinolitica de metaloproteinases foi feita por
meio de teste de zimografia. Para isso, neutréfilos obtidos conforme descrito
acima foram incubados por 24 horas com citocinas recombinantes (IL-17 — 100
ng/mL e/ou IL-23 - 100 ng/mL ou com IFN-y - 100ng/mL). Apds esse periodo o
sobrenadante das culturas foi coletado e as células utilizadas para preparagao de
lisado. O lisado foi feito por meio da adi¢gao de 100 uL/1x106 células de tampéo de
extragao (Tris - 100 mM - pH 7,6; NaCl - 200 mM; CaCl; - 100 mM e TritonX-100 -
1%) seguido de homogeneizacédo e incubagdo em gelo por 30 minutos. Apds a
incubacao os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 g a 4°C para a
remocao dos restos celulares e o sobrenadante transferido para outro tubo e

armazenado a -80°C até o momento do uso. Para a separagcdo das fracdes
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protéicas dos lisados de células obtidos conforme descrito acima, os mesmos
foram submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida-bisacrilamida (7% -
0,75mm de espessura) contendo 1% de gelatina tipo A obtida de pele suina
(Sigma-Aldrich), na presenga de SDS. Cada um dos lisados foi aplicado em um
poco diferente e submetido a eletroforese em cuba vertical (BioRad), a voltagem
constante de 100V, por aproximadamente 2 horas. Para a determinacdo do peso
molecular das bandas foi utilizado um padrdao de peso molecular. Apds a
eletroforese, os géis foram lavados por 1 hora (2 trocas) com solugédo a 2,5% de
Triton-X-100 para remog¢ao do SDS. Apds as lavagens os géis foram incubados
por 24 horas a 37°C em tampao Tris-HCI (10mM - pH 7,5) contendo 5mM de
CaCl, e 1 uM de ZnCl,. Os géis entdo foram corados com "Comassie Blue" e
analisados em equipamento de analise de imagem (ImageQuant 350 - GE
LifeScience). A avaliagdo da formagao de bandas apds a captura da imagem foi
realizada com o software ImageQuant TL. Os resultados foram expressos como

area de cada banda (figura 3.2).
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Figura 3.2 - Zimografia para determinacdo da atividade gelatinase da MMP-9
produzida por neutrofilos estimulados com IL-17 e/ou IL-23 ou IFN-y. A) Gel
representativo dos resultados obtidos, com a analise do lisado de neutrdfilos
mantidos sem estimulo (linha 1) ou estimulados por 24 horas com IL-17 (linha 2),
IL-23 (linha 3), IL-17+IL-23 (linha 4) ou IFN-y (linha 5). B e C) Exemplo do
resultado da andlise realizada pelo software ImageQuant TL, no qual se pode
observar a area (em pixels - hachurado verde) das bandas de 240 kD (1), 130 kd

(2), 92k Da (3) e 88 kDa (4) de amostras sem estimulo (B) e estimuladas com IL-
17 (C).

3.16. Reagoes de PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

3.16.1.Extracao de RNA
A extracdo do RNA total de amostras obtidas foi realizada por meio da
técnica utilizando Trizol (Invitrogen), conforme as instrugbes do fabricante. Apos a

extracdo as amostras foram quantificadas por meio da leitura em
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espectrofotdbmetro (NanoDrop) a 260 nm. A pureza do RNA obtido foi inferida pela
razao entre as absorbancias obtidas a 260 nm e 280 nm, que deveria estar

proxima de 2.

3.16.2.Sintese de cDNA

Antes da sintese do cDNA, as amostras de RNA obtidas foram submetidas
ao tratamento com DNAse para a remocdo de possiveis cadeias de DNA
genbmico contaminante. Para tanto, 1ug de RNA total foi diluido em agua DEPC
em um volume final de 25,6 uL e foram acrescentados 4,1 uL de um “mix”
contendo 3,1uL de tamp&o 10x concentrado e 1uL de DNAse humana | (Ambion).
A seguir as amostras foram incubadas a 37°C durante 30 minutos para a remogao
do DNA. Apds essa incubacgao, foi adicionado a cada tubo 0,3uL de EDTA pH 8.0 -
0,5M e as amostras foram incubadas a 75°C por 10 minutos para inativagao da
atividade enzimatica da DNAse.

Para a sintese do cDNA, ao RNA tratado foi adicionado 1uL de oligo dT s €
1uL de “primers” randémicos (ambos Applied Biosystems). A mistura foi aquecida
a 70°C por 10 minutos e resfriada rapidamente em gelo. A seguir foram
adicionados 18 uL de um “mix” composto por: 10 uL de tampéo de sintese; 2,5 uL
de ANTP (10mM); 5 uL de DTT (0,1M) e 0,5 uL de superscript R/T Ill (200U/uL -
(Invitrogen)). A mistura foi entdo incubada a temperatura ambiente por 10 minutos,
e a seguir a 40°C por 50 minutos. A atividade enzimatica foi inativada incubando-
se a 90°C por 5 minutos, seguido por incubacao a 4°C por 5 minutos. A mistura foi

centrifugada rapidamente, adicionando-se 1 uL de RNase humana, incubando-se
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a 37°C por 20 minutos, para a eliminagao das moléculas restantes de RNA. Apds
a sintese, as amostras de cDNA foram quantificadas por meio da leitura em
espectrofotometro (NanoDrop) a 260 nm. As amostras foram armazenadas a

—80°C até o momento do uso.

3.16.3.Protocolo de qRT-PCR

O gRT-PCR foi realizado em equipamento de analise em tempo real
StepOne (Applied Biosystems, California, USA) utilizando metodologia com
corante intercalante SybrGreen. Em cavidades de placas de 100uL foram
adicionados 3 puL de cDNA (contendo 300ng de cDNA obtido conforme descrito
acima ou de agua no caso do controle negativo), 1 uL do primer sense e 1 uL do
primer anti-sense previamente diluidos na concentragdo de 80 pM/reacao
(tabela 1) e 5 puL do “master mix”, contendo dNTP, Taq polimerase, MgCl,,
SybrGreen, e tampéao (Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, Applied Biosystems).
As placas foram seladas e colocadas no aparelho de PCR em tempo real e
submetidas a 40 ciclos de amplificagao: 95°C por 15 segundos, seguido de um
periodo de anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Para avaliar a
especificidade dos primers utilizados, em cada reacao foi elaborada uma curva de
“‘melting” (aquecimento gradual da amostra amplificadas de 60°C a 95°C, com
incremento de 0,3°C) na qual foi possivel observar a dissociagdo dos produtos de
amplificacdo. Os resultados foram analisados quanto a expressdo do gene de
interesse de cada amostra, utilizando como gene normalizador o GAPDH e como

amostra de referéncia o cDNA obtido a partir do RNA de um “pool” de CMSPs
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(ndo estimuladas) ou de neutrodfilos (ex vivo) obtidas de 5 controles normais. Os
resultados foram expressos como concentragao relativa calculada conforme
descrito por Pfaffl (2001)[94] utilizando as eficiéncias de amplificagcdo de cada

“primer”, conforme a férmula abaixo:

ACt gene Alvo
(Egene alvo) &

Expressao relativa = )ACt gene referéncia

(Egene referéncia

Onde Egene avo € a eficiéncia de amplificacdo da reacdo com o primer de
interesse; Egene referencia € @ eficiéncia de amplificacdo da reacdo com o primer do
gene normalizador; ACt gene alvo € igual ao valor de Ct de uma amostra controle
amplificada com o primer do gene de interesse (p.e. pool de neutrofilos nao
estimulados) menos o Ct de amostra para o0 mesmo gene; ACt gene referéncia é
igual ao valor de Ct de uma amostra controle amplificada com o primer do gene
normalizador (p.e. pool de neutréfilos ndo estimulados) menos o Ct de amostra

para 0 mesmo gene.

69



Tabela I: Sequéncia dos “primers” que foram utilizados no gRT-PCR. Desenhados

com o auxilio do programa PrimerExpress (Applied).

Primer Sequéncia (5'>3") Eficiéncia

F-CCACATCGCTCAGACACCAT
GAPDH 102,7
R-GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT

F-AATCTCCACCGCAATGAGGA
IL17A 98,4
R-ACGTTCCCATCAGCGTTGA

F-AGAGGGACTCCTTGCCTCTC
RORyt 99,7
R-CAGCATCTGCTCACTTCCAA

F-CTACTATGTGGCGGGCATTT
IL-17R 103,7
R-TCGGCACTAGCGGTTAAGTT

F-TCCTGCCTCACACCTTTGG
CXCR1 100,9
R-ACGCAGGGTGAATCCATAGC

F-TGCTGTTCTGCTACGGATTCA
CXCR2 99,7
R-ATGGCCCGGTGCTTCTG

F-CAAGATGCAGGCAAATGGA
CD62L 97,1
R-GGCTGGCAAGAAGCTGTGTAA

F-GCCAGGAGACACTGCAGACA
CD54 104,6
R-TGGCTTTGTCAGAATCACGTT

MMP-9 F-ACGCACGACGTCTTCCAGTAC 102.9

R-TCCGGGAACTCATGCG

3.17. Western-blotting / imunoblot
3.17.1. Preparacao do lisado de neutréfilos

Para confirmar a atividade direta das citocinas recombinantes na ativacao
dos neutrdfilos, as células purificadas (> 99% de pureza) foram estimuladas por 1
hora com as citocinas recombinantes (IL17 e/ou IL23 - 100 ng/mL de cada). Apos

o estimulo, as células foram coletadas, transferidas para tubos eppendorf de 1,5
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mL, centrifugadas (sendo o sobrenadante completamente removido) e as células
foram lisadas em tampao RIPA (PBS-Igepal (1%)-deoxicolato de sodio (0,5%)-
SDS (0,1%) gelado, acrescido no momento do uso de inibidores de protease
(aprotinina a 50 KIU/mL, PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) a 100ug/mL e
ortovanadato de sbédio — NasVOs a 1mM) e de inibidores de fosfatase
(Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 - Sigma). Apdés 30 minutos de incubagcdo em
gelo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 g a 4°C para a
remocao dos restos celulares e o sobrenadante transferido para outro tubo. Apos
esse procedimento, a quantidade de proteina obtida em cada amostra foi avaliada
pelo método de Lowry conforme instrugbes do fabricante do reagente (BioAgency).

As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.

3.17.2. SDS-PAGE e western-blotting

Para a separacdo das fracbes protéicas dos lisados de células obtidos
conforme descrito acima, os mesmos foram submetidos a uma eletroforese em gel
de poliacrilamida-bisacrilamida (10% - 0,75mm de espessura) na presencga de
SDS. Em cada pogo foram aplicados 50 ug de proteina total. Antes da eletroforese
os lisados foram diluidos para a concentragdo de uso em tampao de amostra
(Tris-HCI pH 6,8-glicerol (25%)-SDS (0,5%)-azul de bromofenol-mercaptoetanol
(10%)) e desnaturados por aquecimento em banho-maria a 99°C por 5 minutos.
Cada um dos lisados foi aplicado em um poco diferente e submetido a eletroforese
em cuba vertical (BioRad), a voltagem constante de 100V, por aproximadamente

90 minutos. Para a determinagdo do peso molecular das bandas marcadas no
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imunoblot foi utilizado um padrdo de peso molecular, reconhecido pelo anticorpo
secundario utilizado na técnica (Cruz Marker — Santa Cruz). Apds a eletroforese,
os géis foram utilizados para a transferéncia (western-blotting) das fragdes
protéicas para membranas de PVDF — (Polyvinylidenefluoride - poros de 0,22um —
Bio Rad) por meio de eletroforese em voltagem constante de 100 V por 1 hora.
Apods a transferéncia as membranas foram armazenadas a -20°C até o momento

do uso.

3.17.3. Imunoblot

Apo6s os procedimentos descritos acima, as membranas foram submetidas
a reagdo de imunoblot, utilizando-se anticorpos especificos (para proteinas nao
fosforiladas e fosforiladas) previamente titulados. Para o imunoblot as membranas
foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com salina tamponada com
Tris (TBS) adicionada de 1% (peso/volume) de BSA e 0,05% de Tween 20. Apds
lavagem as membranas foram incubadas por uma noite com anticorpos contra
proteinas fosforiladas (anti-pERK, anti-pp38 ou anti-pJNK) diluidos em TBS-
Tween-20 (0,05%)-BSA 1%, sob agitagcdo constante. Apds a incubacédo as
membranas foram transferidas para cassetes plasticos e a reacao foi realizada no
equipamento Snap-ID (Millipore). As membranas foram lavadas e foi adicionado o
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Santa Cruz Biotechnology) diluido
em TBS-T-BSA por 60 minutos a temperatura ambiente. As membranas foram
entdo lavadas e mergulhadas em solugdo contendo Luminol (Santa Cruz

Biotechnology) por 1 minuto, apds o qual o excesso de tampé&o foi retirado. Apds a
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revelagdo, as membranas foram fotografadas e analisadas por equipamento
especifico para analise de quimioluminescéncia (ImageQuant 350 GE Life
Science). A avaliagao da formacao de bandas especificas foi realizada apds a
captura da imagem utilizando o software ImageQuant TL. Apdés a reagdo com
anticorpos fosforilados foi realizada a remocgao dos anticorpos da primeira reagao
de imunoblot (“stripping”) por meio de duas lavagens em tampao TBS contendo
10% SDS e 1% v/v de Tween 20 (pH 2,2) por 10 minutos cada a temperatura
ambiente, seguidas por lavagens em PBS e TBS contendo 0,05% Tween 20. Apds
as lavagens as membranas foram novamente incubadas com o tampao de
bloqueio e foram submetidas a marcacdo com anticorpos contra as proteinas nao
fosforiladas (anti-ERK, anti-p38 ou anti-JNK). Apds essa etapa e novo “stripping”
as membranas foram submetidas a nova marcacao para deteccdo de actina
(controle enddgeno) com o intuito de garantir maior precisdo na analise dos
resultados obtidos. As etapas de incubagao com anticorpo secundario e revelacao
foram idénticas as descritas para as proteinas fosforiladas.

Apods a aquisicao das imagens, as mesmas foram analisadas com o intuito
de semi-quantificar a fosforilacdo sofrida pelas proteinas em cada amostra. A
semi-quantificacdo foi feita em software especifico (ImageQuant TL — GE Life

Sciences), por meio da estimativa do volume (em pixels) da banda obtida com o

anticorpo anti-proteina fosforilada.

3.18. Analise estatistica
Para avaliar se a distribuicdo dos dados permitia o uso de testes

paramétricos, os mesmos foram primeiramente avaliados pelo teste estatistico de
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Kolmogorof-Smirnoff, o qual demonstrou que os dados apresentavam distribuicao
normal. Os resultados foram entdo analisados com testes paramétricos e estao
representados como média + SEM. Para a comparagao dos diferentes parametros
(estimulos) dentro de um mesmo grupo foi utilizado o teste de ANOVA para
amostras repetidas, com poés-teste de Tukey. Para a comparagdo de um mesmo
parametro em grupos diferentes (pacientes vs. controle) foi utilizado o teste t de

Student. Foram considerados significativos resultados com p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Andlise da cinética de expressao do RNAm para IL-17 e RORyt por
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com
paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles por qRT-PCR.

Em um primeiro momento decidimos analisar a cinética de produc¢ao do
RNAm para IL-17 e RORyt (o fator de transcrigdo caracteristico de células Th17)
por células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de pacientes
apresentando a forma adulta (FA) ou juvenil (FJ) da PCM apds o estimulo com
PHA (figura 4.1). Os resultados da analise da cinética de expressdao do RNAmM
para IL-17 demonstrou diferencas marcantes entre os grupos analisados (FA e FJ
da PCM e controles). Células de pacientes com a FA da PCM apresentaram maior
expressao quando comparadas as células dos dois outros grupos, atingindo pico
de producdo apos 3 horas de estimulo, que permaneceu elevada até 12 horas,
apos esse periodo os niveis foram similares (figura 4.1A).

A analise da expressdao do RNAm para Rorc (RORyt) demonstrou que
existe uma producdo mais heterogénea, contudo, pudemos observar que a maior
expressao ocorre em ceélulas de pacientes com a FA da paracoccidioidomicose,

tanto em células n&o estimuladas como apds o estimulo (figura 4.1B).
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Figura 4.1: Quantificacdo relativa da expressdao do RNAm para IL-17A (A) e
RORyt (RORc - B) por células mononucleares do sangue periférico de individuos
com paracoccidioidomicose ativa (forma adulta — FA e forma juvenil - FJ) e
controles (C) ndo estimulados (0) e estimulados por 3, 6, 12, 24 e 48 horas com
PHA (10png/mL). Resultados expressos como média £+ SEM. Analise estatistica:
ANOVA com pos-teste de Tukey: * p<0.05 em relagdo as CMSPs dos grupos
controle (C) e pacientes com a FJ; # p<0.05 em relagdo as CMSPs de individuos

controle (C).

4.2. Analise da producao de IL-17 no sobrenadante de cultura de CMSPs de
pacientes com paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles

Em relacdo a producédo de IL-17, nossos resultados demonstraram que

células de pacientes com a FA apresentam uma maior producédo dessa citocina

em relacdo aos outros grupos analisados (figura 4.2).
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Figura 4.2: Avaliacédo da

600
produ¢do de IL-17 por
B células mononucleares do
%) 400+ sangue periférico de
o * * pacientes com PCM ativa
N
AN forma adulta — FA - n=25 e
T 200 T (
forma juvenil - FJ -n=8) e
de controles (C - n = 21). A
0

C FA FJ dosagem de IL-17 foi

realizada por ELISA (DuoSet
— R&D System) em sobrenadantes de cultura de CMSP estimuladas por 24 horas
com PHA (10ug/mL). Teste estatistico: ANOVA, com pés-teste de Tukey. * p<0,05

em relagao as células de pacientes com a FA da PCM.

4.3. Anadlise da expressao de IL-17 em bidpsias de les6es de pacientes com
paracoccidioidomicose (FA e FJ)

Como pode ser observado nas micrografias abaixo, a analise por imuno-
histoquimica das lesdes de mucosas (FA - figuras 4.3A e B) e de linfonodos (FJ -
figura 4.3C e D) demonstrou que em ambas as formas clinicas da PCM foi
possivel detectar a presencga de células produtoras de IL-17. Embora os tecidos
analisados nas duas formas clinicas sejam diferentes (mucosa-oral e linfonodos),
nao permitindo dessa forma uma comparacdo quantitativa direta, o numero de
células produtoras dessa citocina foi aparentemente maior nas lesées de mucosa
(FA). Além disso, foi possivel observar que nas lesées de pacientes com a FA
(lesbes de mucosa) diversos tipos celulares foram positivos para IL-17 (linfocitos,

células epiteliais, macréfagos e élulas gigantes), enquanto que nas lesbes de
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pacientes com a FJ (linfonodos) a producao de IL-17 foi detectada principalmente

em macréfagos e células gigantes.
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4.4. Andlise da presenca de neutréfilos em lesées de pacientes com a FA e
FJ da paracoccidioidomicose

Como mencionado, a IL-17 atua principalmente por meio da ativagao de
neutréfilos e a atracdo dessas células para os locais de infecgdo. Por meio da
analise imuno-histoquimica, pudemos observar que em grande parte das bidpsias
de mucosa oral de pacientes com a FA da PCM ha um grande infiltrado
inflamatdrio, muitas vezes com a presenga de abscessos compostos por
neutrofilos (células CD15" - figura 4.4A). Também foi possivel observar que esses
abscessos ocorrem em locais onde ha grande numero de leveduras de P.
brasiliensis, com a ocorréncia de areas de necrose (figura 4.4B). Nas lesbes de
linfonodo de pacientes com a FJ, também observamos a presenca de neutrofilos,
porém em numero menor, em areas esparsas ao redor de regides ricas em células

leveduriformes de P. brasiliensis (figura 4.4C).
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Figura 4.4: Analise por imuno-histoquimica de células CD15" (neutréfilos) em

lesdes de mucosa oral e linfonodos de pacientes com paracoccidioidomicose. A e
B) Lesdo de mucosa oral de pacientes com a FA da PCM (aumento de 100 e 400
x respectivamente). C) Lesdo de linfonodo de paciente com a FJ da PCM

(aumento 400 x). D) Controle negativo.

Esses resultados nos levaram a concluir que a IL-17 pode ser importante

principalmente na resposta inflamatéria observada em pacientes com a FA da
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paracoccidioidomicose. Por esse motivo, no restante do trabalho utilizamos células

obtidas de pacientes apresentando essa forma clinica da doenca.

4.5. Andlise da expressao (RNAm e proteina) dos receptores IL17RA e IL23R
por neutroéfilos.

Devido ao fato de termos observado que lesbdes de pacientes com a FA da
PCM apresentam um infiltrado com grande numero de neutrofilos e grande
producdao de IL17A, decidimos analisar a expressao dos receptores de IL-17
(IL17RA) e IL-23 (IL-23R) pelos neutrdfilos, ndo tratados e apds o estimulo com as
citocinas recombinantes.

Quando analisamos a expressao relativa do RNAm para o receptor de IL-17
(IL17RA) observamos que o tratamento com IL-17 ou IL-23 isoladamente aumenta
a quantidade de RNAm nas células, e que o tratamento com as duas citocinas
recombinantes associadas apresentou um efeito sinérgico na expressao desse

RNAm (figura 4.5).
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Figura 4.5 (pagina anterior): Quantificagcao relativa da expressdao do RNAm para
IL17RA em neutrofilos de individuos com paracoccidioidomicose ativa (FA - n=10)
apos 4 horas de cultura sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17 (100ng/mL) e IL-
23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinagdo. Teste estatistico: Teste
estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com pds-teste de Tukey. * p<0,05 em
relagdo as ceélulas nao estimuladas; # $£0,05 em relagado as células estimuladas
com IL17+IL23.

Em relagcdo a expressédo do IL17R nos neutréfilos pudemos observar que
praticamente 100% das células expressam esse receptor tanto em células de
pacientes com PCM, quanto de individuos do grupo controle, e que o tratamento
com as citocinas recombinantes nao altera esse perfil (dados ndo mostrados).
Entretanto, quando analisamos a intensidade média de fluorescéncia para este
receptor (MFI - relacionado ao numero de moléculas expressas por cada célula
individualmente), pudemos observar que o tratamento com IL-17 e/ou IL-23 leva a
um aumento da expressao desse receptor nas células de pacientes e de controles
(figura 4.6). E evidente também que a IL-23 tem um efeito superior em relagéo a
IL-17, e que o tratamento com as duas citocinas combinadas apresenta um efeito
sinérgico (figura 4.6A).

Quando comparamos a expressao desse receptor nos neutrofilos de
pacientes com PCM e de individuos do grupo controle, observamos que esse
receptor € mais expresso por células de pacientes, mesmo em neutrofilos ndo
estimulados, e que apés 4 horas de estimulagdo a expressdo também foi maior
nas células de pacientes (figura 4.6A), embora os niveis entre os dois grupos

passem a ser similares apos 24 horas de estimulo (figura 4.6B).
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Em relagdo ao estimulo com IFN-y ndo observamos aumento significativo
na expressao (exceto em neutrofilos do grupo controle apds 4 horas de estimulo)
(figura 4.6).
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Figura 4.6: Analise por citometria de fluxo da intensidade média de fluorescéncia
para a marcagao com IL17R em neutrdfilos de individuos com a FA da PCM (n=8)
ou individuos do grupo controle (n=6). Os neutréfilos foram mantidos sem estimulo
(SE) ou estimulados por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou
IL-23 (100ng/mL), e com IFN-y (100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao
entre os diferentes tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para
amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. * £0,05 em rela ¢do as células ndo
estimuladas; A p<0,05 em relagdo as células estimuladas com IL17+IL23; &
p<0,05 em relacdo as células estimuladas com IL17; ¢ p<0,05 em relacédo as
células estimuladas com IFN-y. Comparagao entre os grupos: teste t : # p<0,05
em relagdo as células dos individuos do grupo controle submetidas as mesmas
condicoes.
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Também avaliamos a expressao do RNAm para o receptor da IL-23 (IL23R)
nos neutroéfilos. Apesar de termos testado 3 pares de "primers" diferentes nas
reagcdes de qRT-PCR, com nenhum deles obtivemos resultados satisfatorios em
relacdo a especificidade (dados ndo mostrados). Acreditamos que esta dificuldade
esteja relacionada a existéncia de diversas variantes no RNAm para este receptor.
Dessa forma nao foram realizados experimentos quanto a expressao desse
RNAm.

Apesar de nao termos analisado a expressdo do RNAm, a analise por
citometria de fluxo mostrou que os neutrdfilos expressam o receptor para IL-23,
embora em pequena quantidade. Os resultados também demonstraram uma maior
variacdo na expressao desse receptor, mas pudemos observar que uma maior
porcentagem de neutréfilos do grupo de pacientes com PCM expressam o IL23R
em relagdo as células de individuos do grupo controle, tanto em células nao
estimuladas quanto apés 4 ou 24 horas de estimulo (figura 4.7). Também
pudemos observar que o tratamento com IL-17 aumenta de maneira mais efetiva a
frequéncia de células que expressam esse receptor, dados observados
principalmente nos neutréfilos de pacientes (figura 4.7A). Nao observamos
contudo efeito sinérgico nos tratamentos, nem aumento de expressao quando as

células foram tratadas com IFN-y.

86



>

10+
* *
* A
:@é 81 * —‘7 &
*
3 6 # T
8 T
S 4
\8 —|_
X 24
0 T T T T
SE  IL17  IL23 IL17+IL22 IFN SE  IL17  IL23 IL17+IL2Z IFN
L | L |
' Controle ' ' PCM '
15+ A f
* #
~ s o#
& 101 #
= #
8 T 1
=)
‘g 59 1
° I
0 T T T T
SE IL17 IL23 IL17+IL22 IFN SE IL17 IL23 IL17+IL2% IFN
L | L |
' Controle ' ' PCM '

Figura 4.7: Analise por citometria de fluxo da porcentagem de neutrofilos IL23R"
de individuos com a FA da PCM (n=8) ou individuos do grupo controle (n=6). Os
neutrofilos foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados por 4 horas (A) ou
24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN-y
(100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao entre os diferentes tratamentos
dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pds-teste de
Tukey. * p=0,05 em relagéo as células nédo estimuladas; A p<0,05 em relagao as
células estimuladas com IL-17+IL-23; & p<0,05 em relacdo as células estimuladas
com IL-17; ¢ p<0,05 em relagéo as células estimuladas com IFN-y. Comparagéao

entre os grupos: teste t : # p<0,05 em relagéo as células dos individuos do grupo
controle submetidas as mesmas condig¢oes.
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4.6. Anadlise do efeito do tratamento com IL-17 e/ou IL-23 sobre a ativagao
dos neutroéfilos.

Ainda é controverso se a IL-17 e a IL-23 apresentam efeito direto sobre os
neutréfilos ou se agem de maneira indireta. Para avaliarmos se o tratamento com
IL-17 e/ou IL-23 apresenta efeito direto na ativacdo dos neutrdéfilos realizamos
alguns experimentos com neutréfilos altamente purificados (>99% de pureza).
Nesses experimentos analisamos a fosforilacdo de proteinas intracelulares
envolvidas na sinalizagdo dos receptores de IL17 (IL17RA) e IL-23 (IL23R). Os
neutrofilos foram estimulados por 1 hora com as citocinas recombinantes, e
analisados quanto a fosforilagao das proteinas ERK 1/2, JNK 1/2 e p38.

Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.8) neutréfilos tratados
com IL-17 e/ou IL-23 apresentam fosforilacido das proteinas ERK 1/2, JNK 1/2 e
p38, sendo mais evidente a fosforilacdo da tirosina quinase ERK 1/2. Dessa forma
podemos concluir que o tratamento com IL-17 e/ou IL-23 apresenta agao direta

sobre os neutrofilos.
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Figura 4.8: Anadlise da fosforilagdo das proteina ERK 1/2, JNK 1/2 e p38 em
neutrofilos altamente purificados de individuos controle, apds 1 hora de tratamento
com as citocinas recombinantes IL17A e/ou IL23 (100 ng/mL de cada). A -
Imagem representativa dos resultados obtidos, apds 1 hora de tratamento: linha 1
= células sem estimulo, 2= células tratadas com IL-17, 3= células tratadas com IL-
23, 4 = células tratadas com IL17+IL23. B a D — Analise semi-quantitativa da
intensidade das bandas de p-ERK1/2 (B), p-JNK (C) e p-p38 (D). Os resultados
estdo expressos como média + SEM do volume da banda obtida em trés
experimentos independentes. Teste estatistico. ANOVA para amostras repetidas,

com pos-teste de Tukey. * p<0,05 em relagéo as células nao estimuladas.
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4.7.Andlise da expressdao (RNAm e proteina) de moléculas de adesao
(CD54/ICAM-1 e CD62L) por neutroéfilos

A expressdo do RNAm para as moléculas de adesdao (CD62L e CD54)

aumentou significativamente apds o tratamento com IL-17 e IL-23 (figura 4.9). O

efeito sinérgico das duas citocinas foi mais evidente sobre a expressdo da

selectina CD62L (figura 4.9B).
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Figura 4.9: Quantificacao relativa da expressdo do RNAm para CD54 (ICAM-1 -
A) e CD62L (B) em neutrodfilos de individuos com paracoccidioidomicose ativa (FA
- n=10) apdés 4 horas de cultura sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinacdo. Teste
estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo as células nao estimuladas; # £0,05 em relagcao as células estimuladas
com IL-17+IL-23.

A anadlise por citometria de fluxo mostrou que ndo ha diferencas
significativas entre a porcentagem de neutréfilos que expressam CD54 (figura
4.10) ou CD62L (figura 4.11) entre os grupos de pacientes com PCM e o de

individuos do grupo controle. Entretanto, pudemos observar que o tratamento com
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IL-17 e/ou IL-23, leva a um aumento da porcentagem de células que expressam
tanto CD54 quanto CD62L, nos dois grupos analisados. Também observamos um
efeito superior do tratamento com IL-17 em relagdo ao tratamento com IL-23 no
aumento da frequéncia de neutrofilos CD54" de pacientes (figura 4.10). Também
foi possivel notar que as maiores diferengas foram detectadas apds 24 horas de

estimulo em relagédo ao CD54 (figura 4.10), e apds 4 horas de estimulo em relagao

ao CD62L (figura 4.11).
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Figura 4.10 (pagina anterior): Analise por citometria de fluxo da porcentagem de
neutréfilos CD54" de individuos com a FA da PCM (n=8) ou individuos do grupo
controle (n=6). Os neutrdéfilos foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados
por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e
com IFN-y (100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao entre os diferentes
tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com
pos-teste de Tukey. * p<0,05 em relagéo as células ndo estimuladas; A p<0,05 em
relacdo as células estimuladas com IL17+IL23; 8,05 em relagdo a s células
estimuladas com IL17; ¢ p<0,05 em relagdo as células estimuladas com IFN-y.
Comparagado entre os grupos: teste t: ndo foram observadas diferencas

estatisticas.
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Figura 4.11 (pagina anterior): Analise por citometria de fluxo da porcentagem de
neutréfilos CD62L" de individuos com a FA da PCM (n=8) ou individuos do grupo
controle (n=6). Os neutrdéfilos foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados
por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e
com IFN-y (100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao entre os diferentes
tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com
pos-teste de Tukey.<0,0p em relagdo as células nao estimuladas.

Comparagao entre os grupos: teste t: ndo foram observadas diferencas

estatisticas.

4.8. Analise do efeito do tratamento com citocinas (IL17, IL23 e IFN—y) sobre a
adesao de neutréfilos em células endoteliais.

Como pode ser observado nos experimentos descritos acima, neutrofilos
estimulados com IL-17 e/ou IL-23 (principalmente a IL-17) aumentam a expressao
de moléculas de ades&o em sua superficie. Dessa maneira, decidimos investigar
se o estimulo com IL-17 leva a um aumento na capacidade de adesao desses
neutrofilos em células endoteliais, uma vez que essa etapa € crucial para a
migragdo dos neutréfilos da corrente sanguinea para os tecidos infectados.
Utilizamos nesses experimentos uma linhagem de células endoteliais pulmonares
humanas (HLEC - "Human Lung Endothelial Cells"), uma vez que os pulmdes séo
0s principais 6rgaos afetados pela PCM.

Como a adeséao de células no endotélio também dependem da expressao
de moléculas de adesao por essas ceélulas, em um primeiro momento avaliamos
por citometria de fluxo a expressao de algumas moléculas de adesao nas células
HLEC, nao estimuladas e apds o estimulo com citocinas recombinantes (IL17 e/ou

IL23 e IFN-y). Pudemos observar que as células HLEC apresentam
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constitutivamente uma alta expresséo das moléculas de adesdo CD54 (ICAM-1) e
CD62P, e uma baixa expressdo de outras moléculas (CD62E, CD11a, CD11b,
CD106) (figura 4.12).

Apbs o estimulo (por 24 horas) com IL17 e/ou IL23, assim como o estimulo
com IFN-y houve um aumento da freqiéncia de células expressando todas as

moléculas analisadas (figura 4.12). Dessa forma decidimos, para os ensaios de

adesao, estimular as células endoteliais com as trés citocinas.
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Figura 4.12 (pagina anterior): Analise por citometria de fluxo da porcentagem de
células HLEC CD54" (A), CD62P" (B), CD62E" (C), CD11a" (D), CD11b" (E) ou
CD106" (F). As células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimulados por 24
horas com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN—y (100ng/mL). Os

graficos representam um de 3 experimentos realizados independentemente.

Os ensaios de adesao foram realizados utilizando-se duas metodologias
para quantificar o numero de neutrdfilos aderidos: a imunofluorescéncia e a
liberagcdo de cromo.

Pudemos observar que neutrofilos, mesmo ndo estimulados, sdo capazes
de aderir as células endoteliais também ndo estimuladas. Contudo, quando as
células endoteliais foram estimuladas com citocinas recombinantes, o numero de
neutrofilos aderidos foi superior (mesmo o de neutréfilos ndo estimulados). E
interessante notar que células endoteliais estimuladas com IL-23 proporcionaram
uma adesao um pouco superior as células endoteliais estimuladas com IL-17, e
que o estimulo com IFN-y foi o mais efetivo (figuras 4.13 a 4.16). Além disso,
quando realizamos os experimentos utilizando as células endoteliais estimuladas
com diferentes citocinas e os neutrodfilos estimulados com IL17, observamos um

efeito adicional na ades&o das células (figura 4.15B).
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Figura 4.13: Analise por microscopia de fluorescéncia da adesao de neutréfilos de
individuos controle ndo estimulados (SE) sobre células endoteliais (HLEC)
estimuladas com diferentes citocinas (IL17, IL23 e IFN-y) por 24 horas. As fotos
sao representativas de 5 experimentos independentes. Marcagdo nuclear com
DAPI (esquerda), neutréfilos marcados com CFSE (centro) e combinagcdo das
fotos (direita). Aumento de 100X.
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Figura 4.14: Analise por microscopia de fluorescéncia da adesao de neutroéfilos de
individuos controle estimulados com IL17 por 24 horas, em células endoteliais
(HLEC) estimuladas com diferentes citocinas (IL17, IL23 e IFN-y) por 24 horas. As
fotos sao representativas de 5 experimentos independentes. Marcacdo nuclear
com DAPI (esquerda), neutréfilos marcados com CFSE (centro) e combinagao das
fotos (direita). Aumento de 100X.
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Figura 4.15: Quantificagdo do numero de neutréfilos aderidos por campo
observados nos ensaios de adesao analisados por imunofluorescéncia. Neutréfilos
de individuos controle (n=6) foram mantidos sem estimulo ou estimulados com
IL17 (100ng/mL) por 24 horas. As células endoteliais (HLEC) foram estimuladas
com diferentes citocinas (IL17, IL23 e IFN-y) por 24 horas. Os neutréfilos foram
incubados sobre as células HLEC por 1 hora. Os dados estdo expressos como
média + SEM do numero de neutrdéfilos observados em 3 campos diferentes em
cada condicdo. Testes estatisticos - A) ANOVA para amostras repetidas, com
pos-teste de Tukey. Os colchetes representadn0%p entre os diferentes

tratamentos. B) Teste t. Os colchetes representam p<0,05 entre os experimentos

realizados com neutréfilos ndo estimulados ou estimulados com IL17.
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Figura 4.16: Quantificacdo do numero de neutrofilos aderidos observados nos
ensaios de adesao analisados por liberacdo de cromo. Neutrdfilos de individuos
controle (n=5) foram mantidos sem estimulo ou estimulados com IL17 (100ng/mL)
por 24 horas. As células endoteliais (HLEC) foram estimuladas com diferentes
citocinas (IL17, IL23 e IFN—y) por 24 horas. Os neutrofilos foram entao pulsados
com cromato de sédio e incubados sobre as células HLEC por 1 hora. Os dados
estdo expressos como média + SEM do numero de neutréfilos quantificados
utiizando-se uma curva padrdo com um numero conhecido de neutrdfilos
marcados. Teste estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com poés-teste de

Tukey. Os colchetes representam p<0,05 entre os diferentes tratamentos.

4.9. Andlise da expressao (RNAm e proteina) dos receptores de quimiocina
CXCR1 e CXCR2 por neutréfilos.

A analise quantitativa da expressdao dos RNAs mensageiros para os

receptores de quimiocina CXCR1 e CXCR2 por qRT-PCR demonstrou que o

estimulo com IL-17 e/ou IL-23 leva ao aumento significativo desses RNAs em

relacdo as células ndo estimuladas. Pudemos observar também que as duas

99



citocinas associadas apresentam efeito sinérgico sobre a expressao dos RNAs

para os receptores de IL-8 nos neutrdfilos (figura 4.17).

x>
o

15- 207 *
© ®

T2 * e 2 15
E I E © *  #
Z @ 10‘ E 9 %
% (© # le 10
- @ # NP
¥ o g X 3
O 9 54 o9
X g é Q— 5
@) ﬁj - w T

0 [ 0 [

SE 117 IL23 IL17+IL23 SE  IL17 IL23 IL17+IL23

Figura 4.17: Quantificacédo relativa da expressdao do RNAm para CXCR1 (A) e
CXCR2 (B) em neutrdfilos de individuos com paracoccidioidomicose ativa (FA -
n=10) apés 4 horas de cultura sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinacdo. Teste
estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo as células nao estimuladas; # £0,05 em relagao as células estimuladas
com IL17+IL23.

Com o intuito de analisar se as diferencas observadas na expressao do
RNAm refletem em diferencas na expressao de proteinas, analisamos o efeito do
tratamento com IL-17 e IL-23 na expressdo de superficie dos receptores de

quimiocina (CXCR1 e CXCR2) por citometria de fluxo.
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Na figura 4.18 é possivel observar que o tratamento com IL17 e/ou IL23
(por 4 e 24 horas) levou a um aumento na porcentagem de neutréfilos
expressando o receptor CXCR1, tanto no grupo de individuos controle, quanto no
de pacientes com PCM. E interessante notar que o estimulo com IL23 s6 teve
efeito sobre os neutrdéfilos de pacientes com PCM apés 24 horas (figura 4.18B), e
que ha uma maior porcentagem de neutréfilos de pacientes com PCM
expressando esse receptor apos 4 horas de estimulo (figura 4.18A). Contudo, ndo
observamos efeito sinérgico entre as citocinas, tampouco o estimulo com [FN-y

apresentou efeito sobre a expressao desse receptor.
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Figura 4.18 (pagina anterior): Analise por citometria de fluxo da porcentagem de
neutréfilos CXCR1" de individuos com a FA da PCM (n=8) ou individuos do grupo
controle (n=6). Os neutrdéfilos foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados
por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e
com IFN-y (100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao entre os diferentes
tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com
pos-teste de Tukey. * p<0,05 em relagao as células nao estimuladas; A p<0,05 em
relagdo as ceélulas estimuladas com IL17+IL23; 8f,05 em relagdo as células

estimuladas com IL17; ¢ p<0,05 em relagdo as células estimuladas com IFN-y.
Comparacgao entre os grupos: teste f : # 0,05 em relagdo as células dos

individuos do grupo controle submetidas as mesmas condigdes.

Em relagcdo a expressdao do CXCR2, observamos que apos 4 horas de
estimulo com IL17 e/ou IL23 e com IFN-y (figura 4.19A) ocorre um aumento na
porcentagem de neutréfilos de pacientes e de individuos do grupo controle
positivos para CXCR2, sem contudo haver diferencas entre os estimulos ou efeito
sinérgico.

Também podemos observar que apds 24 horas, a porcentagem de
neutréfilos CXCR2" no grupo controle foi igual em todas as condigdes analisadas,
enquanto que no grupo de pacientes com PCM as diferengas se mantiveram

(figura 4.19B).
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Figura 4.19: Andlise por citometria de fluxo da porcentagem de neutrdfilos
CXCR2" de individuos com a FA da PCM (n=8) ou individuos do grupo controle
(n=6). Os neutrdfilos foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados por 4
horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com
IFN-y (100ng/mL). Testes estatisticos - comparagao entre os diferentes
tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com
pos-teste de Tukey. . * §0,05 em relagdo as células ndo estimuladas; A p<0,05

em relagao as células estimuladas com IL17+IL23; & p<0,05 em relagao as células
estimuladas com IL17; ¢ p<0,05 em relacdo as células estimuladas com |IFN-y.
Comparacao entre os grupos: teste ¢t : # 50,05 em relagdo as células dos

individuos do grupo controle submetidas as mesmas condigdes.
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4.10. Analise da expressao de CXCL8 (IL-8) em lesGes de pacientes com
paracoccidioidomicose (FA)

Como demonstrado acima, o tratamento de neutréfilos com IL-17 e/ou IL-23
levou a um aumento na expressao dos receptores para CXCL8 (CXCR1 e
CXCR2) nos neutrdfilos, por esse motivo decidimos investigar se nas lesbes de
pacientes com PCM da FA ocorre a producao dessa quimiocina. Como pode ser
observado na figura abaixo (figura 4.20), em les6es de mucosa oral ha a presenca
de grande numero de células positivas para essa quimiocina (macréfagos e

células gigantes principalmente).

Figura 4.20: Analise por imuno-histoquimica de lesdes de mucosa oral de
pacientes com a FA da paracoccidioidomicose. A) Marcagdo com anti-CXCL8
(células marcadas em marrom). B) Controle negativo. Aumento de 400x
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4.11. Anadlise da capacidade migratoria de neutréfilos tratados com IL-17
e/ou IL-23 em resposta a CXCLS.

Realizamos em seguida um ensaio de migracdao no qual foram utilizadas
diferentes concentracbes de CXCL8. Como pode ser observado na figura abaixo
(figura 4.21) o tratamento com IL-17 e com IL-23 (isoladas ou em combinagao)
levou a um aumento no numero de neutrofilos que migram em resposta a
presenca de CXCL8. E interessante notar que as células tratadas com as duas
citocinas combinadas, mesmo na auséncia de CXCLS8, apresentaram capacidade

migratoria superior aos outros estimulos utilizados.

Numero de células/mL

600000
© SE Figura 4.21: Andlise
- IL17 .
5000001 _» |23 da capacidade
¥ IL17+1L23 migratoria de
400000 e .
neutréfilos estimulados
300000 - com |L-17 e/ou IL-23
em resposta a CXCLS8.
200000 Neutrofilos de
individuos controle
100000 _
(n=7) foram mantidos
0 . . . : : sem estimulo (SE) ou

CXCL8 [ng/m] estimulados por 24

horas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL). As células foram entdo incubadas (4 horas) na
presenca de diferentes concentracbes de CXCL8 (0 a 20 ng/mL). Os dados
apresentados como média SEM do numero de células/mL de meio. Teste
estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. * p<0,05 em
relagdo as células nao estimuladas ou estimuladas com IL-17 ou IL-23; # p=0,05

em relagao as células estimuladas com IL-17, IL-23 ou IL17+IL23.
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4.12. Anadlise do efeito da IL-17, IL-23 e IFN—y sobre a capacidade fungicida
de neutrofilos.

Para analisar o efeito do tratamento com IL-17 e/ou IL-23 e IFN-y sobre a
capacidade fungicida de neutrdfilos, as células obtidas de pacientes com PCM
ativa ou de controles normais foram tratadas com as citocinas recombinantes por
4 horas e por 24 horas. Observamos que o tratamento com IL-17 e IL-23
apresenta um efeito supressor na capacidade fungicida dos neutréfilos de ambos
os grupos. Este efeito foi observado tanto apds 4 horas quanto apds 24 horas de
tratamento, e também em relacédo as duas cepas de P. brasiliensis utilizadas
(figura 4.22). Pudemos observar que o tratamento combinado com IL-17 e IL-23
apresentou um efeito sinérgico na redugao da atividade fungicida contra as cepas
Pb18 e Pb265 (apds 4 horas e 24 horas respectivamente). Também observamos
que o tratamento com IL-17 teve efeito supressor superior ao efeito da IL-23,
sobre a capacidade fungicida contra a cepa avirulenta (Pb265) apds 24 horas de
estimulo. O tratamento com IFN-y, ao contrario, aumentou a capacidade fungicida
tanto contra a cepa Pb18 quanto contra a cepa Pb265.

A comparagao entre a capacidade fungicida dos neutrofilos nos dois grupos
(controles e pacientes), demonstrou que células de individuos controle

apresentaram maior atividade contra as duas cepas do fungo (figura 4.22)
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Figura 4.22: Anadlise da atividade fungicida de neutréfilos de controles normais e
pacientes com PCM. Numero de CFUs / mL de sobrenadante obtidas apds co-
culturas (4 horas e 24 horas) de células leveduriformes da cepa Pb18 (A) ou
Pb265 (B) de P. brasiliensis (relacéo leveduras:células de 1:50) e neutrofilos de
individuos com paracoccidioidomicose ativa (FA - n=6) e de controles normais
(n=7) sem estimulo (S.Est.) ou apds tratamento com IL-17 (100ng/mL) e IL-23
(100ng/mL) isoladamente ou em combinagao e com IFN-y (100ng/mL). Resultados
expressos como média £+ SEM. Teste estatistico: Teste t de Student: colchetes
representam p <0,05 em relagdo aos dois grupos. ANOVA para amostras
repetidas, com pés-teste de Tukey, # 0,05 em relagcdo as células né&o

estimuladas (SE).
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4.13. Analise da producao de H,O; por neutréfilos tratados com IL-17, IL-23
e IFN—y.

Como descrito acima, o tratamento de neutrofilos com citocinas
recombinantes levou a diminuigdo (IL17 e/ou IL23) ou ao aumento (IFN-y) da
capacidade fungicida de neutrdéfilos. Para avaliar se esse efeito ocorre devido a
alteragbes na capacidade de producgao de reativos intermediarios de oxigénio,
analisamos por citometria de fluxo a producéao de H,O; por neutrofilos estimulados
com as cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis ou com PMA (controle positivo)
apos o tratamento com IL-17 ou com IL-23 (ver exemplo de analise na figura 8.2 -
Apéndice).

Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.23), neutréfilos
estimulados com células leveduriformes de P. brasiliensis sao ativados e passam
a produzir H,O,, ndo havendo contudo diferengas significativas entre as duas
cepas analisadas. O estimulo com PMA, como esperado, leva a uma grande
producao de H,0O, (figura 4.23A e 4.23E). A comparagdo entre células de
pacientes e controles mostrou que neutréfilos de pacientes produzem quantidades
significativamente menores de H,O, em todas as condigbes testadas (figura
4.23A).

Em relagdo ao tratamento com citocinas recombinantes, observamos que
tanto o tratamento com IL17 como o tratamento com IL23 levou a uma diminui¢cao
significativa na producédo de H,O, por neutréfilos ndo estimulados, e por aqueles
estimulados com as células leveduriformes de P. brasiliensis (dados mais

facilmente observado nas figuras 4.23B-D). Por outro lado, o tratamento dos
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neutrofilos com IFN-y, levou ao aumento dessa produgdo. O tratamento com

citocinas, contudo, nao interferiu com a producao de H,O, por células estimuladas

com PMA (figura 4.23E).
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Figura 4.23 (pagina anterior): Analise por citometria de fluxo da porcentagem de
neutroéfilos positivos para DHR-123 (Dihidrorodamina). Neutrofilos de individuos do
grupo controle (n=6) ou de pacientes com a FA da PCM (n=5) foram mantidos sem
tratamento (SE) ou tratados com IL-17 (100ng/mL), IL-23 (100ng/mL) ou IFN-
v (100ng/mL) por 24 horas, apos esse periodo, foram estimulados com células
leveduriformes de P. brasiliensis (cepas Pb18 e Pb265) ou com PMA (50ng/mL)
por 1 hora. Resultados expressos como média + SEM. Teste estatistico: A)
Comparacgao entre diferentes condicées em um mesmo grupo: ANOVA para
amostras repetidas, com pos-teste de Tukey - * p<0,05 em relagdo as células n&o
estimuladas; # 0,05 em relagcdo as células tratadas com PMA. Comparagao
entre os grupos: teste t - colchetes p<0,05. B-E) ANOVA para amostras
repetidas, com pods-teste de Tukey - * 0,05 em relagdo as células nao

estimuladas; # p<0,05 em relagao as células tratadas com IFN-y.

4.14. Anadlise da expressao (RNAm e proteina) de matriz metaloproteinase- 9
(MMP-9) por neutrofilos.

De maneira semelhante ao descrito para os demais RNAs mensageiros,

pudemos observar que o tratamento com IL-17 e IL-23 também levou ao aumento

de expressao do RNAm para a MMP-9, assim como houve um efeito sinérgico da

combinagao das duas citocinas (figura 4.24).
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Figura 4.24: Quantificacdo relativa da expressdo do RNAm para matriz
metaloproteinase-9 (MMP-9) em neutrofilos  de individuos  com
paracoccidioidomicose ativa (FA - n=10) apds 4 horas de cultura sem estimulo
(SE) ou tratadas com IL-17 (100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em
combinacao. Teste estatistico: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de
Tukey. * p=0,05 em relagcédo as células nao estimuladas; # p<0,05 em relagao as

células estimuladas com IL17+1L23.

Quanto a producédo de matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) pelos
neutréfilos, pudemos observar que o estimulo com IL-17 e IL-23 (isoladas ou em
combinagado) levou ao aumento da produgdo e secregdo dessa enzima nos
sobrenadantes de culturas (4 horas e 24 horas), tanto por neutréfilos de pacientes
com PCM, quanto por células de individuos do grupo controle (figura 4.25). E
notavel que os neutréfilos de pacientes estimulados ou sem estimulo produzem

quantidades muito maiores de MMP-9 do que neutrdéfilos de individuos do grupo

controle, nos dois tempos analisados (figura 4.25).
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Figura 4.25: Analise da produgdo de MMP-9 em sobrenadantes de cultura de
neutrofilos de pacientes com PCM (n=9) ou individuos controle (n=7), apos 4
horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinagédo. Testes
estatisticos - comparagao entre os diferentes tratamentos dentro de um
mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. . *
p<0,05 em relacdo as células ndo estimuladas; &@,05 em relacdo as células

estimuladas com IL17+IL23. Comparagao entre os grupos: teste t : # p<0,05 em
relacdo as células dos individuos do grupo controle submetidas as mesmas

condigdes.
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Também avaliamos a atividade gelatinolitica da MMP-9 produzida pelos
neutrofilos estimulados com IL-17 e/ou IL-23 e com IFN-y. Conforme pode ser
observado na figura abaixo (figura 4.26), o tratamento com IL-17 e/ou IL-23
aumentou significativamente a atividade gelatinolitica da MMP-9 produzida por
neutréfilos. Contudo ndo observamos diferengas com o estimulo com IFN-y. Esse
efeito foi observado tanto em relagdo a forma de pr6-MMP (banda de 92 kDa -

figura 4.26A), quanto a forma ativa de MMP-9 (banda de aproximadamente 88kDa

- figura 4.26B).
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Figura 4.26: Andlise da atividade gelatinase de MMP-9 produzida por neutréfilos
apos o estimulo com IL-17 e/ou IL-23 ou com IFN-y. Os neutrdfilos de individuos
controle (n=8) foram mantidos sem estimulo (SE) ou estimulados por 24 horas
com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN-y (100ng/mL). Apds esse
periodo as células foram lisadas e o lisado de células submetidos a zimografia
com descrito em materiais e métodos. Os resultados estdo expressos como a area
das bandas formadas por cada amostra. A) Analise da area das bandas de 92kDA
(pr6-MMP9); B) Andlise da area das bandas de 88kDA (MMP9) Teste estatistico -
ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. * p<0,05 em relagao as

células nao estimuladas.
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4.15. Analise da producgéao de IL1-B, IL-6 e TNF-a por neutréfilos estimulados
com IL17 e/ou 1L23

Os dados descritos acima demonstram que o tratamento dos neutroéfilos
com IL17 e/ou IL23 aumenta sua capacidade inflamatoria (expressdo de
moléculas de adesédo e de MMP-9), contudo diminuem sua capacidade fungicida.
Decidimos entdo avaliar se neutrdfilos estimulados com as citocinas
recombinantes apresentavam alguma alteragdo em sua capacidade de produgéo
das citocinas inflamatorias IL1-B, IL-6 e TNF-a. A analise dos sobrenadantes de
cultura por ELISA demonstrou que neutrdéfilos de pacientes com PCM produzem
maior quantidade das citocinas inflamatdrias, quando comparados a células de
individuos do grupo controle (figuras 4.27 a 4.29), mesmo em células néao
estimuladas. Também observamos que o tratamento com IL17 e/ou IL23 n&o
aumentou de maneira significativa a secregdo de IL-1B (figura 4.26) e TNF-a
(figura 4.28) pelos neutrdfilos de pacientes. Contudo, os neutrofilos de individuos
controle apos estimulagdo com IL-17 e/ou IL-23 passaram a produzir maior
quantidade de IL-1B (figura 4.27), IL-6 (figura 4.28), mas ndo de TNF-a (figura
4.29). O estimulo com IL-17 e IL-23 também induziu uma maior producgéo de IL-6
pelos neutrdfilos de pacientes tanto apds 4 horas quanto apds 24 horas de

estimulo (figura 4.28).
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Figura 4.27: Analise da producédo de IL-13 em sobrenadantes de cultura de
neutréfilos de pacientes com PCM (n=9) ou individuos controle (n=7), apos 4
horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinagédo. Testes
estatisticos - comparacao entre os diferentes tratamentos dentro de um
mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com poés-teste de Tukey. . *
p<0,05 em relagdo as células ndo estimuladas; &0,05 em relagdo as células

estimuladas com IL17+IL23. Comparagao entre os grupos: teste t. # p<0,05 em
relacdo as células dos individuos do grupo controle submetidas as mesmas

condicoes.
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Figura 4.28: Analise da produgdo de IL-6 em sobrenadantes de cultura de
neutrofilos de pacientes com PCM (n=9) ou individuos controle (n=7), apos 4
horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinagédo. Testes
estatisticos - comparagao entre os diferentes tratamentos dentro de um
mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. . *
p<0,05 em relagao as células ndo estimuladas. Comparagao entre os grupos:
teste . # 0,05 em relacdo as células dos individuos do grupo controle

submetidas as mesmas condigoes.
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Figura 4.29: Andlise da produgdo de TNF-a em sobrenadantes de cultura de
neutréfilos de pacientes com PCM (n=9) ou individuos controle (n=7), apos 4
horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estimulo (SE) ou tratadas com IL-17
(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinagdo. Testes
estatisticos - comparacao entre os diferentes tratamentos dentro de um
mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pos-teste de Tukey. Nao
foram observadas diferengas significativas. Comparagao entre os grupos: teste
t: # p<0,05 em relagéo as células dos individuos do grupo controle submetidas as

mesmas condigdes.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos permitiram confirmar algumas das hipoteses
levantadas inicialmente. Em relagdo a producao de IL-17, por meio da analise de
cinética da producdo de RNAmM pudemos evidenciar que as células de pacientes
com a FA apresentaram expressdao precoce e sustentada dessa citocina,
diferentemente do que ocorre nos outros grupos analisados. Além disso, o fator de
transcricdo Roryt (Rorc) foi expresso em células dos pacientes com a FA nao
estimuladas, com manutencdo da expressdo em niveis superiores as células de
pacientes com a FJ ou de controles. Também observamos que CMSP de
pacientes com a FA produzem e secretam maiores quantidades de IL-17, do que
os outros grupos de individuos analisados. Até recentemente n&o havia trabalhos
descrevendo o papel da IL-17 e de citocinas relacionadas as células Th17 na
Paracoccidioidomicose, contudo em 2011 um trabalho foi publicado por Pagliari e
colaboradores.descrevendo nas lesdes de mucosa e pele de pacientes com a FA
da PCM um grande numero de células produtoras dessa citocina [95], fato
confirmado em nosso trabalho.

Embora os dados encontrados nao permitam chegar a conclusées
definitivas, a resposta Th17 aparentemente predomina nos pacientes com a FA.
Esses dados, tomados em conjunto com resultados anteriores, parecem indicar
que na paracoccidioidomicose humana, os diferentes padrdes de resposta
imunoldgica celular levem a diferentes manifestagdes clinicas da doencga. Assim,
a resisténcia apresentada pelos individuos com paracoccidioidomicose-infecgao

seria mediada pelo predominio de uma resposta Th1; as formas mais graves da
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doencga apresentadas por individuos com a forma juvenil, seriam mediadas por
uma resposta Th2; enquanto que as formas mais brandas mas que apresentam
resposta inflamatdria cronica, caracteristica de pacientes com a forma adulta,
poderiam apresentar um predominio da resposta Th17, associada a uma resposta
Th1. Dessa forma, a resposta Th17 parece ser importante para a contengao da
doenca, uma vez que predomina nas formas mais brandas e localizadas da PCM
(FA), exercendo um papel semelhante aquele observado em outras infec¢des
fungicas, induzindo uma resposta inflamatéria local e ativando células do sistema
imunoldgico inato [61, 96-98]. Entretanto, a produgdo crbnica das citocinas
associadas a esse tipo de resposta poderia apresentar como "efeito colateral" a
exacerbacao da resposta inflamatdria, causando lesao tecidual [54, 99, 100].

A participagao de células produtoras de IL-17 na resposta imunolégica de
pacientes com a FA pode explicar alguns fatos observados nessa forma da
doenca. Nossos dados também demonstraram que os neutrofilos podem ser
encontrados em grande numero nas lesdes de pacientes com a FA da PCM,
muitas vezes formando abscessos e em areas apresentando necrose. A analise
do lavado bronco alveolar de pacientes com a FA apresentando lesdes
pulmonares mostra um aumento do numero de neutréfilos [69, 70, 101]. Trabalhos
anteriores de nosso laboratério demonstraram que CMSP de pacientes com a
forma adulta da doenca, quando estimuladas in vitro, produzem quantidades
elevadas de IL-12p40/p70, ndo sendo observado, contudo, aumento na produgcao
de IFN-y [14, 15]. Além disso, estudo realizado por outro grupo com cultura de

CMSP de pacientes com a forma adulta da PCM também demonstrou produgao
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diminuida dessa citocina, bem como a diminuicdo de um dos componentes de seu
receptor, a cadeia IL-12Rp2 [102]. Essa aparente contradi¢do, talvez possa ser
explicada quando se leva em consideragdo as caracteristicas da IL-12 e das
citocinas que compde essa familia de moléculas [103]. A IL-12 biologicamente
ativa (IL-12p70) é uma proteina heterodimérica composta pelas subunidades p40
e a p35, e apresenta um receptor composto por duas subunidades: IL-12RB1 e
IL12-RB2. A subunidade p40 é compartiihada com outra citocina a IL-23
(composta das subunidades p40 e p19), citocina que também compartilha uma
das subunidades do receptor da IL-12 (IL-12R1 em conjunto com a subunidade
IL-23R) [103]. Devido a essa caracteristica, os trabalhos que relatam a
participacao de IL-12 na resposta, tendo como base a detecgao de IL-12p40 ou IL-
12p40/p70 devem ser analisados com cautela, e muitas vezes a sua reavaliagao
demonstra que algumas das agdes creditadas a IL-12 na verdade sao exercidas
pela IL-23 [104]. A sinalizagao da IL-23, assim como da IL-12, envolve a ativacao
de proteinas da familia Janus quinase (JAK) e STAT, particularmente a JAK2 e
STATs 1,3 e 5. Além disso, por meio da subunidade IL12RB1 e sua associagao
com a tirosina quinase 2 (TYK2), a IL-23 também pode atuar na ativagdo da via
das MAP quinases (MAPK), com fosforilagdo das proteinas ERK 1/2, JNK (1/2) e
p38, que em ultima instancia atuam sobre o fator de transcricao AP-1 [105, 106].

A IL-23, assim como a IL-12, é produzida principalmente por células
apresentadoras de antigeno (macrofagos e células dendriticas), apresenta
atividades pro-inflamatodrias, e inicialmente foi apontada como responsavel pela

inducdo da producdo de outras citocinas pré-inflamatérias, em particular a IL-17
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por linfocitos T [103, 107]. O papel da IL-23 na ativagdo e manutengcao de células
T que expressam |L-17 ainda permanece controversa. Alguns trabalhos relatam

+ «

que células T CD4™ “naive” ndao expressam IL23R, consequentemente, entende-se
que a IL-23 nao exerce papel na diferenciacdo ou producao de IL-17 [108, 109].
Por outro lado, outros trabalhos demonstram que a administragado de IL-23 mas
nao de IL-12, pode aumentar a expressdo e producdo de IL17 por células T
efetoras [110]. Desse modo a IL-23 embora nao seja essencial para a
diferenciacao, parece ser importante para a manutencao e sobrevida das células
Th17 [111, 112].

A IL-17, também denominada de IL-17A, foi descrita ha mais de 10 anos
[113] e faz parte de uma familia de citocinas relacionadas composta de 6
membros (IL-17A-F), sendo produzida por linfécitos TCD4", TCD8" ativados, Ty5 e
neutréfilos [114, 115]. A IL-17 apresenta atividade inflamatoria muito importante,
principalmente por meio da ativacdo de macrofagos e outros tipos celulares
(fibroblastos, células epiteliais e endoteliais) para a produgdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatoérias como a IL-6, IL-13, IL-15, IL-18, CXCL9 e CXCL10,
estando também relacionada ao recrutamento de neutréfilos para o sitio onde é
produzida, principalmente por meio da indugdo de grande produgdao de CXCLS8
[114, 115]. O receptor para IL-17 é composto por duas subunidades: IL17RA de
baixa afinidade e IL17RC de alta afinidade, e é expresso tanto por células do
sistema imunoldgico (linfocitos, macrofagos, células dendriticas, células NK),
como por células endoteliais e epiteliais. Apds a sua ligagdo com o receptor, a IL-

17 leva a fosforilagdo de inumeras proteinas intracelulares (tirosinas-quinase), que
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em ultima instancia levam a ativagao de fatores de transcricdo como o NFxB e o
AP-1. Dentre as tirosinas-quinase fosforiladas apés a ligagédo da IL-17 estdo ERK
(1/2), JINK (1/2) e p38 [106]. Ainda ndo existe um consenso sobre a atuacéo
direta da IL-17 nos neutréfilos, uma vez que essas células aparentemente nao
expressam a subunidade do receptor IL17RC. Contudo, ja foi demonstrado que a
IL-17 é capaz de atenuar os efeitos do GM-CSF [116] e aumentar a capacidade
bactericida das células contra Peneumococcus sp. [117]. Neste trabalho, utilizando
neutréfilos altamente purificados (>99% de pureza) demonstramos que o
tratamento com IL-17, e também com |L-23, leva a fosforilagdo de proteinas
intracelulares envolvidas na sinalizagcdo dos receptores da IL-17 e da IL-23.

Dentre os resultados encontrados em nosso trabalho, podemos destacar o
fato de que o tratamento de neutrdfilos com IL-17 e com IL-23 teve efeito
supressor na atividade fungicida de neutrofilos, tanto para a cepa virulenta como
para a cepa avirulenta do P. brasiliensis (Pb18 e Pb265 respectivamente). Esses
resultados s&o similares aqueles encontrados por Zelante et al. (2007) em um
estudo onde foi avaliada a resposta a infecgcdo experimental por Candida albicans
e Aspergillus fumigatus. Esses pesquisadores demonstraram que a presenca de
IL-17, leva a uma diminuigdo da capacidade fungicida dos neutroéfilos, relacionada
a diminuigdo da capacidade de producao de reativos intermediarios de oxigénio
[54, 100]. Nossos dados também demonstraram que a IL-17 e a IL-23 diminuem a
capacidade de produgao de H;O, por neutrdfilos estimulados com células
leveduriformes de P. brasiliensis. Na paracoccidioidomicose humana, estudos

realizados in vitro indicam que neutroflos de pacientes com
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paracoccidioidomicose ativa e de camundongos suscetiveis a infecgao
apresentam capacidade fungicida contra células do fungo diminuidas, em relagao
a individuos normais ou aos camundongos resistentes. Essa caracteristica
também esta associada com a diminui¢do na capacidade de produgao de reativos
intermediarios de oxigénio como o peroxido de hidrogénio [87, 118, 119].

Outro fato interessante observado foi o de que apesar de apresentarem
capacidade fungicida diminuida, os neutréfilos estimulados com IL-17 e IL-23
apresentaram um aumento expressivo na produgcao do RNAm para os receptores
de IL-8 (CXCR1 e CXCR2), também refletindo em uma maior expressao desses
receptores na superficie das células, ao lado do aumento da expressdo de
moléculas de adesdao (CD54 e CD62L — RNAmM e proteina). Essa expressao
aumentada pode contribuir para uma maior capacidade de migragao desse tipo
celular em resposta a produgao de IL-8 (CXCL8) para os locais de infecgdo onde
podem eventualmente contribuir para lesées causadas pelo P. brasiliensis.

Os resultados dos experimentos funcionais com os neutréfilos tratados com
IL-17 e IL-23 confirmaram essa hipdétese, uma vez que esse tratamento levou a
um aumento da capacidade de adesdao em células endoteliais, bem como de sua
capacidade de migragcdo em resposta a CXCL8. Como mencionado, a IL-17
apresenta atividade inflamatéria muito importante, principalmente por meio da
ativacdo de macrofagos e outros tipos celulares (fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais) para a produgdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias e de
grande produgédo de CXCL8 [39, 120-122].

Além de promover a migracao dos neutréfilos para o sitio de infecgao, foi

demonstrado que a CXCL8 inibe a apoptose de neutrdfilos estimulados com
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células leveduriformes de P. brasiliensis. Dessa forma os neutréfilos poderiam
permanecer por maior tempo no local de infec¢do, contribuindo para a leséao
tecidual observada em pacientes [123]. Peracoli et al. (2003) demonstraram que
mondcitos de pacientes com PCM sado capazes de produzir quantidades
aumentadas de CXCL8 quando estimulados in vitro [124].Em trabalho recente,
Acorci-Valerio et al (2010) demonstraram que neutréfilos expostos a leveduras da
cepa Pb18 de P. brasiliensis aumentam a producdo de CXCL8 e IL-10, com o
envolvimento do reconhecimento do fungo por TLR4 [125]. Por meio da andlise
feita com a técnica de imuno-histoquimica, pudemos demonstrar que nas lesdes
de pacientes com a FA da PCM ha a produgao dessa quimiocina, principalmente
em macréfagos e células gigantes.

Também pudemos observar que os neutrdfilos tratados com IL-17 e IL-23
produzem grandes quantidades de matriz metaloproteinase-9 (MMP-9 — RNAm e
proteina). Esse dado também esta de acordo com o descrito por Zelante et al.
(2007) que reportaram resultados similares na infecgao experimental causada por
Candida albicans e Aspergillus fumigatus [54]. O aumento do numero de
neutrofilos e da producdo de MMP-9 poderia ser associado a destruicao tecidual
observada em pacientes com paracoccidioidomicose. No modelo experimental da
paracoccidioidomicose foi demonstrado que a infeccdo leva a um aumento da
producdo de MMP-9 e MMP-2 por células do infiltrado inflamatdério, tanto em
animais resistentes como em animais suscetiveis, sendo essa produg¢ao associada
a disseminacgao do fungo [126]. Além disso, tem sido demonstrado que a atividade
proteolitica da MMP-9 é importante para ativar outros mediadores inflamatérios e

quimiocinas [127]. A clivagem da porgao amino-terminal da CXCL8 por essa
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enzima potencializa sua atividade quimiotatica [128], induzindo uma maior
migracao de neutréfilos para o local de sua produgcdo. A MMP-9 também pode
atuar sobre outras quimiocinas como a CCL2 e a CXCL10 [129], envolvida na
atracdo de mondcitos e linfocitos, assim como pode atuar no processamento de
IL-18 de maneira caspase-1 independente, levando ao aumento da resposta
inflamataria local [130, 131].

Nossos dados também demonstraram que neutroéfilos estimulados com IL-
17 ou IL-23 produzem uma maior quantidade de citocinas inflamatérias (IL-1p e
IL6) o que poderia contribuir para uma resposta inflamatéria exacerbada no local
da infeccdo. Também pudemos notar que neutrofilos de pacientes com PCM
apresentam, mesmo sem estimulo, uma maior producado dessas citocinas. Além
disso, observamos que os neutrofilos desses pacientes apresentaram uma maior
expressao do receptor de IL-17 e IL-23 e a estimulagdo com tais citocinas eleva
ainda mais a expressao desses receptores nessas células. Esses dados indicam
que o ambiente inflamatério causado pela resposta a infeccdo seria responsavel
pela maior expressao desses receptores. Pacientes com paracoccidioidomicose
ativa também apresentam uma producédo aumentada de citocinas (IL-18, IL-12, IL-
6), quimiocinas (CXCL9 e CXCL10) e outros marcadores inflamatérios (sICAM-1,
sTNF-RlI e sTNF-RIl), quando comparados a individuos sadios ou com
paracoccidioidomicose infecgédo, sendo que niveis mais elevados de alguns deles
(IL-6, IL-8, IL-18 e TNFRII) foram encontrados nas formas mais graves da doenga

[13, 24].
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Em conjunto nossos dados demonstram que apesar de poder ser
importante para a resposta imunolégica ao fungo, a IL-17 (assim como a IL-23)
pode apresentar um papel deletério na PCM, gerando uma resposta inflamatéria
intensa que estaria envolvida na destruigao tecidual caracteristica da forma adulta

da doenga.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que citocinas
relacionadas a resposta Th17 (IL-17 e IL-23) desempenham um papel importante
na contencdo da infecgdo causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, uma vez
que predominam em sua forma mais branda e localizada, a forma adulta. Essas
citocinas poderiam atuar de forma semelhante aquela descrita em outras
infecgbes fungicas, induzindo uma resposta inflamatdria local e ativando células
do sistema imunoldgico inato. Apesar de sua importancia, nossos dados também
demonstraram que neutrdfilos tratados com IL-17 e/ou IL-23 apresentaram
atividades migratéria e inflamatéria aumentadas, em associagdo a uma
capacidade fungicida diminuida. Desse modo, a produgdo crbénica dessas
citocinas pode induzir uma resposta inflamatéria exacerbada que em dultima
instancia seria responsavel pela destruicdo tecidual observada principalmente na

forma cronica da paracoccidioidomicose.
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8. APENDICE
8.1.Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
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® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 21/12/10
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 1034/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0809.0.146.000-10

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE CELULAS PRODUTORAS DE IL-
17 (TH17) NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE HUMANA: EFEITO DO TRATAMENTO
COM IL-17 E IL-23 SOBRE A ATIVIDADE FUNGICIDA E CAPACIDADE
MIGRATORIA DE NEUTROFILOS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Munir Regini Paido

INSTITUICAQ: Hospital das Clinica/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 13/10/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 21/12/11 (O formulario encontra-se no site acima).

II - OBJETIVOS

Avaliar a participagdo das células produtoras de IL-17 na paracoccidioidomicose humana
e o seu efeito sobre a capacidade fungicida; avaliar se o tratamento com IL-17 e I1-23 altera a
capacidade de migragdo de neutréfilos.

I - SUMARIO
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grupos incluem pacientes atendidos nos vérios ambulatérios do HC e envolvero a forma juvenil
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com a Resolug@o CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V- PARECER DO CEP
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Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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atendendo todos os dispositivos das Resolugoes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes 0 Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
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Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1I1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de outubro de 2010.

Profa. Dra. C‘ai;;ﬁz;:gilvia Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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8.2.Andlise da separacdao de neutrofilos por gradiente de densidade e

separagao imunomagnética
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Figura 8.1 (pagina anterior) - "Dot-plots" representativos dos resultados da
separagcao de neutréfilos por gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque e
separagao imunomagnética. A, D e G- "Dot-plots" da dispersdo de células por
tamanho (FSC) e complexidade celular (SSC), nos quais foram delimitadas as
populagdes de granulécitos (vermelho), mondcitos (azul) e linfécitos (verde). B e
C, Ee F, He |l - "Dot-plots" com a analise da marcagdao com anti-CD16
(neutrdfilos) e anti-CD49d (eosindfilos) na populacdo de granuldcitos e da
marcagao com anti-CD3 (linfocitos T) e anti-CD56 (células NK) na populagao de
linfécitos. A a C - Células do sangue total apds lise de hemacias. D a F - Células
apos separagao com gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque. G a | - Células
apos a separagao imunomagneética com "beads" anti-CD16. As porcentagens de

células estdo destacadas em cada grafico.
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8.3.Analise da producao de H,O; por neutréfilos por citometria de fluxo
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71,35%
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S.tto.

IL-17
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Figura 8.2 - "Dot-plots" representativos da producdo de H;O, por neutrofilos

estimulados com IL-17, IL-23 e IFN-y, e expostos a células leveduriformes de P.

brasiliensis ou PMA (controle positivo). Neutrofilos foram estimulados por 24 horas

com as citocinas recombinantes, marcados com dihidrorodamina (DHR-123) e

expostos por 1 hora a células leveduriformes de P. brasiliensis (cepas Pb18 e

Pb265 - razao 1 levedura:10 netréfilos). Os numeros nos graficos representam a

porcentagem de células positivas para DHR-123 nos quadrantes.
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