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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por fungos dimoérficos
do género Paracoccidioides (P. brasiliensis e P. lutzii), restrita 2 América Latina e uma
das principais micoses sistémicas do Brasil. A resposta imunolégica na PCM ¢
heterogénea e estd relacionada ao desenvolvimento de manifestacdes clinicas distintas. A
doenca mais grave e disseminada é caracterizada pelo comprometimento de linfonodos,
figado, baco e medula dssea; enquanto formas brandas apresentam lesdes da pele, mucosa
e pulmdes. Ambas as formas clinicas apresentam uma resposta imune celular
comprometida (mediada por células T) e a ativacdo policlonal das células B. Em geral, a
resisténcia a infeccdo estd associada ao desenvolvimento da resposta imune Thl e Th17
e baixa ativacdo das células B. Por outro lado, a susceptibilidade € relacionada a uma
resposta do tipo Th2, com a ativagdao policlonal dos linfécitos B. Além de serem
responsdveis pela producdo de anticorpos, estudos recentes t€ém demonstrado que uma
subpopulagado de células B (chamada Bregs) pode exercer um papel regulador da resposta
celular, principalmente através da producgdo de citocinas supressoras (IL-10 e TGF-p).
Neste estudo, tivemos por objetivos comparar a frequéncia de leucdcitos circulantes de
pacientes com PCM ativa e controles; e caracterizar, fenotipica e funcionalmente, os
linfécitos B na PCM humana, avaliando seu papel como células reguladoras (Breg).
Foram analisados amostras de sangue periférico de pacientes com PCM com doenca ativa
e doadores sauddveis (controle). A quantificacdo relativa e fenotipagem de leucécitos
circulantes foi feita por citometria de fluxo. A andlise da capacidade de células B
purificadas para produzirem citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-f) foi realizada
por culturas apods varios estimulos (CpG-ODN, CD40L soluvel e DNA de P. brasiliensis
e gp43). Nossos resultados mostraram que pacientes com PCM apresentam maior nimero

de células B circulantes (células CD19* e/ou CD20%) do que controles. Além disso, houve



uma maior frequéncia de células B apresentando fendtipo Breg (células
CD20*CD24*CD38"¢M) no sangue periférico de pacientes com PCM em comparagio com
os controles. Os experimentos in vitro mostraram que as células B de pacientes com PCM
apresentam capacidade aumentada para produzir citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e
TGEF- B), tanto em células ndo estimuladas quanto apds todos os estimulos utilizados. Em
conclusdo, nossos resultados, embora preliminares, indicam que as células B poderiam
participar como células reguladoras no PCM humana, contribuindo para a supressao da
resposta imunoldgica celular observada em pacientes com PCM ativa, por meio da
producdo de citocinas supressoras.

Palavras-chave: Linfécito B regulatério. Breg. Paracoccidioidomicose. Linfécitos B.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by dimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides (P. brasiliensis and P. lutzii), restricted to Latin America and one
of the main systemic mycoses in Brazil. The immune response in PCM is heterogeneous
and is related to the development of distinct clinical manifestations. The most serious and
widespread disease is characterized by the commitment of lymph nodes, liver, spleen and
bone marrow; while mild forms present lesions of the skin, mucosa, and lungs. Both
clinical forms have a compromised cellular immune response (T cell-mediated) and
polyclonal activation of B cells. In general, resistance to infection is associated with the
development of Thl and Th17 immune response and low activation of B cells. On the
other hand, susceptibility is related to a Th2-type response with polyclonal activation of
B lymphocytes. In addition to being responsible for antibody production, recent studies
have shown that a B-cell subpopulation (called Bregs) may play a mainly through the
production of suppressor cytokines (IL-10 and TGF-B). In this study, we aimed to
compare the frequency of circulating leukocytes in patients with active PCM and controls;
and characterize, phenotypically and functionally, B lymphocytes in human PCM,
evaluating their role as regulatory cells (Breg). Peripheral blood samples from patients
with active PCM and healthy donors (control) were analyzed. Relative quantification and
phenotyping of circulating leukocytes were done by flow cytometry. Analysis of the
ability of purified B cells to produce anti-inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-3) was
performed by cultures after various stimuli (CpG-ODN, soluble CD40L, gp43 and DNA
from P. brasiliensis). Our results showed that patients with PCM present a greater number
of circulating B cells (CD19" and/or CD20™ cells) than controls. In addition, there was a
higher frequency of Breg phenotype presenting Breg phenotype (CD20*CD24*CD38"eh

cells) in the peripheral blood of PCM patients compared to controls. In vitro experiments



have shown that B cells from patients with PCM have increased capacity to produce anti-
inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-f8), both in unstimulated cells and after all
stimuli used. In conclusion, our results, although preliminary, indicate that B cells could
participate as regulatory cells in human PCM, contributing to the suppression of the
cellular immune response observed in patients with active PCM, through the production

of suppressor cytokines.

Keywords: Regulatory B cell. Breg. Paracoccidioidomycosis. B cells.
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1. INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) € a principal micose sistémica da América
Latina que acomete individuos imunocompetentes [1]. Estudos moleculares recentes
permitiram a classificacdo dos fungos causadores da doenga como pertencentes a ordem
Onygenales, familia Onygenaceae [2]. Acreditava-se que o género Paracoccidioides, era
composto somente pela espécie P. brasiliensis, contudo, estudos filogenéticos de isolados
do fungo relataram uma extensa variabilidade genética, indicando a existéncia de vérias
subespécies do complexo Paracoccidioides: Sla, S1b, PS2, PS3 e PS4 [2, 3], sendo
proposta a criacdo de uma nova espécie, o P. lutzii, que ocorre com alta incidéncia na
regido centro-oeste do Brasil, e no Equador [2, 4]. Ambas as espécies sdo fungos
termodimorficos, apresentando-se na temperatura ambiente (25°) em sua forma miceliana
e no organismo do hospedeiro (37°) na forma de levedura [5]. A espécie P. brasiliensis é
endémica das regides Sul e Sudeste, enquanto que a espécie P. lutzii é endémica no
Centro-Oeste e no Equador [6].

Inquéritos epidemioldgicos realizados no Brasil, Venezuela, Argentina e
Colombia demonstram que até 50% da populagdo de areas endémicas tenham sido
expostos a esse fungo [6]. No entanto, grande parte dos individuos expostos conseguem
conter a infeccdo e ndo desenvolvem a doenca, fato evidenciado pela alta taxa de
moradores de dreas endémicas que apresentam o teste cutdneo de hipersensibilidade do
tipo tardia (HHT) positivo para antigenos do fungo [7]. A PCM caracteriza-se por
apresentar um largo espectro de manifestacdes clinicas, agrupadas em 2 formas
principais: a forma cronica (FC), geralmente mais localizada e menos agressiva e a forma
aguda (FA), mais grave e disseminada [8]. Em ambas as formas clinicas a imunidade
celular € comprometida e a auséncia de intervengdo por meio de terapia especifica leva a

altas taxas de mortalidade [9, 10], sendo considerada a oitava causa de mortalidade por
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doenca infecciosa/parasitiria predominantemente cronica, superando a mortalidade
causada pelas leishmanioses, e a mais alta taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas
entre individuos imunocompetentes [11].

Nos ultimos anos, varios estudos vém sendo realizados a fim de compreender
como os fungos sdo reconhecidos pelo sistema imunoldgico e quais respostas estdo
envolvidas na susceptibilidade e resisténcia a esses patdgenos. Diversas evidéncias tém
apontado que a resposta envolvida na resisténcia ao P. brasiliensis é predominantemente
Th1/Th17, enquanto que a suscetibilidade envolve uma resposta Th2 [12]. No modelo
experimental da PCM, camundongos suscetiveis a doenca (linhagem B10.A) apresentam
resposta imune celular deprimida, evidenciada pela proliferacao de linfécitos e reacdo de
HTT diminuidas frente a estimulos com antigenos do fungo [10]. Também se
caracterizam pela producao preferencial de citocinas do tipo Th2, tais como IL-4, IL-5 e
IL-10, e anticorpos das classes IgGl e IgA [10]. Diferentemente, os camundongos
resistentes (linhagem A/Sn — A/J) caracterizam-se pela resposta celular preservada, com
linfoproliferacdo e testes de HTT positivos e produgao de citocinas do tipo Th1 como o
IFN-y e o TNF-q, assim como produg¢ao de anticorpos da classe IgG2a [13-16].

Esses dados encontrados no modelo experimental assemelham-se com os
diferentes perfis de apresentagdes clinicas da PCM humana. A FA caracteriza-se por um
comprometimento da resposta imune celular, associada com uma resposta predominante
Th2/Th9, composta pela produ¢do aumentada (in vitro) de citocinas supressoras da
resposta imune celular, tais como a IL-4, IL-5, IL-10, o fator de transformacdo de
crescimento-beta (TGF-), além de baixa produgao de IFN-y e TNF-a [7, 12, 17-21]. Por
outro lado, individuos com a FC desenvolvem uma resposta mista com a participa¢do

predominante de células Th17/Th22, com a presenca das citocinas 1L-17 e IL-22, além
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da producdo de citocinas do tipo Th1 como IFN-y, TNF-a e IL-2 e quantidades varidveis
de IL-10 e IL.-4 [12, 18, 19, 21].

Como mencionado, pacientes com PCM apresentam resposta imune celular
deprimida, demonstrada pela falta de reatividade em testes de hipersensibilidade tardia
utilizando antigeno extraido do fungo, bem como através de testes in vitro, nos quais
linfécitos apresentam proliferacdo diminuida frente a estimulacdo com mitégenos (PHA),
antigenos de Candida albicans e de P. brasiliensis [22]. Esses dados foram
posteriormente confirmados por nosso grupo [21] e por outros pesquisadores [23], que
também correlacionaram a diminuicdo da resposta celular com a forma clinica
apresentada pelo paciente, encontrando maior supressdao na FA da PCM.

Concomitante a supressdo da resposta imune celular, pacientes com PCM
apresentam ativacdo policlonal de células B, resultando na hipergamaglobulinemia
caracteristica da doenga [10, 24, 25]. Estudos realizados por nosso grupo demonstraram
que pacientes com PCM apresentam producdo diferencial de classes e isotipos de
imunoglobulinas. Foi demonstrado que pacientes com a FA ou com a FC multifocal
(principalmente os que apresentam envolvimento de linfonodos) apresentam grande
producdo de IgE e IgG4 especificas para antigeno do fungo (gp43). Enquanto que
pacientes com a FC unifocal apresentam producdo preferencial de IgGl [20]. E
importante salientar que uma glicoproteina de 43 kDaltons, denominada de gp43, é
produzida e excretada pelo fungo em cultura e apresenta-se como antigeno
imunodominante, reconhecido por anticorpos presentes no soro da grande maioria dos
pacientes com PCM [26-29].

Os linfécitos B sdo tradicionalmente conhecidos por participarem da resposta
imunoldgica por meio da producdo de anticorpos. Porém, essas células também podem

desempenhar a funcdo de células apresentadoras de antigenos (APCs). Na
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paracoccidioidomicose experimental a apresentacdo de antigenos por linfécitos B leva a
diferenciacdo de linfécitos Th2, por meio da produgdo de IL-4 e IL-10 [30], contribuindo
assim para a suscetibilidade a doenca. Atualmente, esti bem estabelecido que a
diferenciacdo das células T nas diversas subpopulagdes e o desenvolvimento da resposta
imunoldgica adaptativa, é regulada principalmente pela presenca de citocinas produzidas
no ambiente onde ocorre a apresentagdo do antigeno por APCs [31, 32]. A interacdo
dessas citocinas com receptores expressos nas células T induz uma sinalizacdo
intracelular especifica e consequente ativacdo de fatores de transcri¢do caracteristicos de
cada subpopulagdo [31, 32]. Dessa forma, a diferenciacdo de células Th1 ocorre através
da presenca de IL-12 e IFN-y, enquanto que as células Th2 se diferenciam na presenca de
IL-4 [31, 33, 34]. Por outro lado, a diferenciacdo de células Th17 ocorre principalmente
na presenca de TGF-B3, IL-1B e IL-6, apesar de outras citocinas inflamatdrias como o
TNF-a também apresentarem efeitos adicionais na diferenciagao [34, 35].

Além da producgdo de anticorpos e da funcdo como APC, mais recentemente,
estudos demonstraram que linfécitos B podem desempenhar a funcdo de células
regulatorias, principalmente pela produ¢do de IL-10. Sendo essa ultima atividade
desempenhada por uma subpopulacdo denominada de células B regulatérias (Bregs) [36-
38].

Em camundongos as células Bregs foram inicialmente identificadas como células
Bla expressando a molécula CD5 (CD5"), posteriormente uma populagido produtora de
IL-10 foi caracterizada como CD19*CD5*CD1d*™&" [39, 40]. E interessante notar que
no modelo experimental da PCM, alguns estudos demonstraram que linfécitos B1
(CD19*CD5™) estdo relacionados com a suscetibilidade a infeccdo pelo P. brasiliensis
por meio da produgdo de IL-10 [41], interferindo com a capacidade fagocitica de

macroéfagos e com a formagdo de granulomas [41]. Além disso, a presenca de linf6citos
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B1 interfere com a polarizacdo da resposta imunoldgica adaptativa, levando a um desvio
precoce para a resposta Th2 e a consequente suscetibilidade a infec¢ao pelo P. brasiliensis
[42].

Em humanos, virios marcadores estdo sendo utilizados para caracterizar a
populacdo de linfécitos B com atividade regulatéria [38]. Grande parte dos trabalhos
caracterizam essa populagio como CDI19*CD24"e"CD38* [43-47], como
CD19*CD24"e"CD27* [48, 49] ou como CDI19*CD25*CD71*CD73" [50].
Independentemente do fendtipo, a atividade regulatéria dessas células é exercida
principalmente pela producao de IL-10 [38].

Apés sua descricdo, as células Bregs vém sendo extensivamente estudadas,
principalmente em relacdo a sua participacdo em doencgas autoimunes € na resposta
imunoldgica a tumores. Observa-se que em algumas doengas autoimunes como no Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) [47], no pénfigo [43], na artrite reumatoide [51-53], assim
como na esclerose multipla e em seu modelo experimental (encefalomielite autoimune
experimental - EAE) [54, 55], a populacdo de células Bregs estd diminuida ou apresenta
menor capacidade de regulacdo, levando a um aumento da diferenciacdo de células
inflamatorias (Th1 e Th17) e dessa forma contribuindo para a evolucdo da doenga [56,
57]. Por outro lado, alguns estudos demonstram que em tumores, particularmente em
focos metastaticos, hd um aumento no nimero de linfécitos B com fendtipo regulatério
presentes no infiltrado tumoral [58-61]. Dessa forma interferindo com a resposta anti-
tumoral, principalmente pela produgdo de citocinas supressoras como IL-10 e TGF-
B [58].

Foi observado que pacientes com artrite idiopdtica juvenil apresentavam menor

quantidade de linfécitos com fendtipo regulatério CD24Me"CD38he" na circulagio
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periférica, além de menor producdo de IL-10 apds a separacdo e estimulo em in vitro
dessas células [62].

Ja em relagdo ao papel das células Bregs em doencas infecciosas, os estudos ainda
sdo bastante incipientes, com poucos trabalhos demonstrando a participacdo em infec¢des
virais e parasitarias [63].

Em pacientes infectados pelo HIV foi descrito um aumento no nimero de células
Bregs na circulacdo periférica e no tecido intestinal, tanto na infec¢do aguda quanto na
fase cronica, de pacientes sem tratamento [64]. Na tuberculose, observou-se que pacientes
submetidos a tratamento apresentaram uma diminuicdo no nimero de células Bregs na
circulacio, comparados a pacientes sem tratamento, sendo essa diminuicdo
correlacionada ao aumento na producdo de IL-22 e IFN-y. Dessa forma reestabelecendo
o perfil de resposta imunoldgica do tipo Thl, ideal para conter a progressdo da doenca e
eliminagdo do patégeno [65].

Na pneumonia causada por Pneumocystis, observou-se que pacientes nao
infectados por HIV apresentaram menor quantidade de linfécitos B circulantes em relagdo
a individuos sauddveis. J4 no modelo experimental da mesma doenca, observou-se que a
quantidade de linfécitos B esté relacionada ao clearance do patdgeno. Em camundongos
BAFF-R”, observou-se 0s camundongos desenvolveram uma resposta Th1/Th17,

promovendo a eliminacdo do fungo [66].

Ainda ndo estd devidamente esclarecida a forma pela qual as células Bregs sdo
ativadas por patégenos, mas diversos estudos, realizados principalmente em modelos
experimentais, demonstram que a ativacao das células Bregs para a producao de IL-10 se
d4 tanto por meio da interacdo com linfocitos T, via CD40-CD40L [67, 68], como pelo
reconhecimento direto de Padroes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) por

meio de Receptores de Reconhecimento Padrao (PRRs), principalmente os receptores do



18

tipo Toll (TLRs) [69]. Dessa forma, o estimulo com CpG-ODN (via TLR9) aparenta ser
o principal indutor da producdo de IL-10 por estas células [68-71].

Temos por hipdtese que na doenca humana, assim como ocorre no modelo
experimental, os linfécitos B possam desempenhar o papel de células apresentadoras de
antigeno, levando a diferenciagdo de linfécitos Th2. Também acreditamos que os
linfécitos B possam atuar como células regulatérias (Bregs), por meio da produgao de IL-
10 e TGF-J e dessa maneira contribuir para a supressao da resposta celular observada nos

pacientes com PCM.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel dos linfécitos B na paracoccidioidomicose humana, avaliando seu

papel como células regulatorias.

2.2 Objetivos especificos

Quantificar e caracterizar, por meio de citometria de fluxo, o fendtipo de leucdcitos,
particularmente de linfécitos B, presentes na circulagdo periférica de pacientes com
Paracoccidioidomicose ativa, em comparagdo com individuos sauddveis (controle).
Avaliar se linfocitos B purificados (de pacientes e controles) estimulados com
leveduras de P. brasiliensis, antigenos e DNA derivados do fungo, assim como
agonista de TLR9 (CpG-ODN) produzem citocinas supressoras (IL-10 e TGF-p3).
Avaliar se linfécitos B purificados (de pacientes e controles) estimulados com
leveduras de P. brasiliensis, antigenos e DNA derivados do fungo, assim como
agonista especifico de TLR9 (CpG-ODN) se diferenciam em linfécitos B com

fendtipo regulatério.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Casuistica

Esse estudo prospectivo foi realizado de Novembro de 2015 a Janeiro de 2018,
utilizando 17 pacientes com a doenga ativa e 12 individuos saudaveis. Para os
experimentos foram coletados 50 mL de sangue periférico de pacientes com PCM ou
controles em tubos com heparina sdédica, por puncdo venosa. Os pacientes foram
recrutados no Ambulatério de Moléstias Infecciosas do Hospital de Clinicas da
UNICAMP. Foram incluidos somente pacientes com a “doenga-ativa”, ou seja, pds-
diagnéstico ou no maximo com um meés de tratamento, que ainda apresentavam sintomas
e exames laboratoriais compativeis com a paracoccidioidomicose em atividade, e que nao
apresentavam comorbidades associadas. Individuos do grupo controle foram recrutados
na comunidade universitdria da Unicamp, sendo excluidos individuos com sinais ou
sintomas de doencas infecciosas ou inflamatérias em atividade, bem como aqueles que
fizeram uso de medicamentos anti-inflamatérios 2 semanas antes da coleta. Todos os
individuos que participaram da pesquisa assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido conforme regras estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (CAAE: 50875515.6.0000.5404).

3.2 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e purificacao
de linfécitos B (CD20%) por selecio imunomagnética positiva.

As células mononucleares de sangue periférico foram obtidas através da
centrifugacdo com ficoll-hypaque (densidade = 1,077 g/mL) a 800g por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse processo, as CMSP foram transferidas para tubo conico
estéril, seguindo-se duas lavagens com PBS estéril. Entdo as células foram contadas e

submetidas a purifica¢do de Linfdcitos B.
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Os Linfécitos B foram purificados através dos Kits CD20 MicroBeads (Miltenyi
Biotec) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Obtivemos populagdes celulares

com pureza de 90-95%, confirmado por citometria de fluxo (dados ndo mostrados).

3.3 Condicoes de cultura utilizadas para os experimentos in vitro.

Ap6s a purificagdo, os linfécitos B foram ressuspendidos na concentragdo de
1x10° em Meio RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado com soro bovino fetal 10%, L-
glutamina (2 mM) e gentamicina (5 pg/mL). As células foram entdo cultivadas em placas
de cultura celular (CORNING INC, USA) em 6 condicdes: SE (sem estimulo), CD40L
(20ng/mL - Biolegend), CpG-ODN (1 pg/mL - Invivogen), DNA (extraido do fungo P.
brasiliensis — 10 ng/mL) e gp43 (Glicoproteina de 43kDa extraida do fungo P.
brasiliensis — 1 pg/mL) por 48h em estufa a 37°C com 5% CO». Nas tltimas 6 horas de
cultura as células foram reestimuladas com PMA (50 ng/mL) e ionomicina (250 ng/mL)
na presenca de Brefeldina A (1 pg/mL). Passado esse periodo os sobrenadantes das
culturas foram entdo coletados e armazenados a -80°C para dosagem de citocinas (ver
abaixo) e as células foram posteriomente fenotipadas pela técnica de citometria de fluxo

(ver abaixo).

3.4 Avaliacao fenotipica de leucdcitos presentes na circulacao periférica de pacientes
com PCM e controles normais.

Para quantificacdo e avaliacdo fenotipica de leucdcitos presentes na circulagdo
periférica de pacientes com PCM e controles normais, ImL do sangue periférico coletado
em tubos contendo heparina sédica foi transferido para tubos de poliestireno e foram
adicionados 3mL de Tampao de Lise de Hemadcias, com incubacdo a temperatura

ambiente por 10 minutos para completa lise dos eritrécitos. Passado o periodo de
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incubacdo, o tubo foi centrifugado a 300g por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 1mL de tampao de lavagem
(PBS+BSA(1%)-azida sédica - PBS-B-A). Para a imunofluorescéncia, 5S0ul. da
suspensao de células foi transferida para tubos contendo uma mistura de anticorpos
marcados com fluorocromos (ver tabela I) e incubados por 30 minutos a 4°C no escuro.
ApOs este periodo foram adicionados 150 uLL de PBS-B-A a cada tubo, que entdo foram
centrifugados a 300g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e as células
novamente lavadas. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 200 pL de
formaldeido (2%). A aquisi¢do das células foi efetuada em citdmetro de fluxo
(FACSCanto/Becton & Dickson). A andlise dos resultados foi entdo realizada em
programa especifico (FACSDiva - BD Bioscienses), onde foi analisado a porcentagem de
células positivas e/ou a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada marcador,
conforme demonstrado nas figuras 1 a 3.

Tabela I. Painel de anticorpos conjugados a fluorocromos utilizados para a fenotipagem de

leucdcitos circulantes.

Tubo  FITC/Alx488 PE PercP/PE-Cy5 APC/AIx647 PE-Cy7  APC-Cy7
| Controle de Controle de Controle de Controle de  Controle de Controle de
Isotipo Isotipo Isotipo Isotipo Isotipo Isotipo
2 CD3 - CD49d - CDh14 CDl16
3 CD19 TCR y8 CD3 CD4 CD56 CDS8
4 CD45RA CDh4 CD3 CD45RO - CDS8
5 CD25 CD4 CD69 CD3 CD56 CDS8

6 CDI19 CD27 CD24 CD38 CD20 -
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Figura 1: Gréficos representativos da estratégia utilizada para a determinacdo da
frequéncia (%) das subpopulagdes de mondcitos e granuldcitos no sangue periférico de
pacientes com paracoccidioidomicose e individuos do grupo controle. Em um primeiro
momento foi gerado um grafico do tipo “dot-plot” (A), no qual as populagdes de linfécitos
(verde), mondcitos (azul) e granuldcitos (vermelho) foram determinadas de acordo com
as suas caracteristicas de dispersdo quanto aos parametros de tamanho (FSC) e
complexidade citoplasmadtica (SSC) (A). A partir desse grafico foram gerados outros
“dot-plots” nos quais foram analisadas as subpopulagdes de monocitos (B) e granuldcitos
(C). Para os mondcitos (B) foi realizada a marcacdo de células com os anticorpos anti-
CD16 e anti-CD14. Nesse gréifico foram entdo delimitadas as populacdes de células
CD14*CD16** (mondcitos ndo-classicos - em verde); células CD14**CD16" (mondcitos
intermediarios - em azul) e células CD14**CD16™ (mondcitos classico - em vermelho).
Para os granuldcitos (C) foi realizada a marcagdo de células com os anticorpos anti-CD16
e anti-CD49d, sendo delimitadas as popula¢des de eosindfilos (CD49d*CD16™ - em azul)
e de neutréfilos (CD49d"CD16" - em verde). Os resultados finais foram expressos como
a porcentagem de células positivas para cada pardmetro.
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Figura 2: Gréficos representativos da estratégia utilizada para a determinacdo da
frequéncia (%) das subpopulagdes de linfocitos no sangue periférico de pacientes com
paracoccidioidomicose e individuos do grupo controle. Em um primeiro momento foi
gerado um grafico do tipo “dot-plot” (A), no qual as populagdes de linfécitos (verde),
mondcitos (azul) e granuldcitos (vermelho) foram determinadas de acordo com as suas
caracteristicas de dispersdao quanto aos parametros de tamanho (FSC) e complexidade
citoplasmdtica (SSC) (A). A partir desse grafico foram gerados outros “dot-plots” nos
quais foram analisadas as subpopulagdes de linfécitos T (CD3*CD19") e linfécito B (CD3-
CD19%)(B). Também foram determinadas as subpopula¢des de quanto a expressdo de
CD56 (D), tendo sido delimitadas as subpopula¢des de células NK (CD3°CD56%); células
NKT (CD3*CD56%) e linfécitos T (CD3*CD56°). A partir da regido de células NK (CD3-
CD56") foi gerado novo grafico para analise das populagdes com alta expressdo de CD56
(CD56"™&") e baixa expressio de CD56 (CD56%™) (E). A partir da populagdes
expressando somente CD3, foi gerado novo grifico para andlise da expressdo de CD4 e
de CD8 (F). Finalmente, para andlise da expressdo de marcadores de ativacao (CD25 e
CD69) determinacdo das populagdes de linfocitos naive e de memoria, partir da regido de
linfécitos CD3*CD4" e CD3"CD8", foram gerados novos gréficos para andlise de CD69
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porcentagem de células positivas para cada pardmetro.

Figura 3: Gréficos representativos da estratégia utilizada para a determinacdo da
frequéncia (%) das subpopulagdes de linfécitos B no sangue periférico de pacientes com
paracoccidioidomicose e individuos do grupo controle. A regido dos linfécitos foi
delimitada de acordo com a distribuicdo FSC e SSC (A). A partir desta regido foi
determinada a populagdo CD19*CD20" (B), e desta populacdo foi identificada a
populacio de células CD24*CD38"eh (C).

3.5 Imunofluorescéncia para avaliacio fenotipica de linfécitos B purificados.

Para a andlise das células utilizadas nos experimentos in vitro, apds a realizagdo
das culturas, as células foram coletadas e submetidas a marcacdo de superficie pela
incubagdo com os seguintes anticorpos: CD19 (FITC); CD86 (PE); CD40 (PercP); CD80
(APC); CD20 (PE-Cy7); MHC II (HLA-DR - APC-Cy7); CD25 (FITC); CD73 (PercP);
CD71 (APC-Cy7); CD24 (PercP); CD38 (APC); CD27 (PE); TGF-B (LAP - APC). Apds
a marcagdo de superficie, foram adicionados 150 uL. de PBS-B-A a cada tubo, e entdo
centrifugados a 300g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e as células
novamente lavadas. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 200 uL de
formaldeido (2%). Em seguida, as células foram incubadas com tampdo de
permeabilizagdo (PBS-Saponina 5%) por 20 minutos a 4°C no escuro. Entdo, foi
adicionado o anticorpo anti-IL-10 marcado com fluorocromo e incubados por 30 minutos

a 4°C. Passado o periodo de incubacdo, foi adicionado 150uL tampao de permeabilizagao
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e centrifugado a 300g por 10 minutos. Apds isso, as células foram ressuspendidas em 150
puL de formaldeido (2%). A aquisi¢do de células foi realizada em citdometro de fluxo
(FACSCanto/Becton & Dickson). A andlise dos resultados foi realizada em programa
especifico (FACSDiva — BD Biosciences), onde analisou-se a porcentagem de células

positivas e/ou a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada marcador.

3.6  Quantificacao de citocinas por ELISA

Para quantificar a produg¢do de IL-10 por linfécitos B, os sobrenadantes das
culturas de células submetidas aos diferentes estimulos descritos foram avaliados por

meio de ELISA (R&DSystems) de acordo com as instrug¢des do fabricante.

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism (v.5.0). Para a
comparacdo dos diferentes parametros (estimulos) foi utilizado o teste de Friedman com
pos-teste de Dunn. Para a compara¢@o de um mesmo parametro em grupos diferentes foi
utilizado o teste Mann-Whitney (2 grupos), foram considerados significativos resultados

com p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Quantificacao relativa das populacoes de leucdcitos (fenotipagem)
circulantes por citometria de fluxo.

A fenotipagem das subpopulacdes de leucdcitos no sangue periférico foi realizada
somente em amostras de sangue coletadas antes do tratamento.

Nao observamos diferengas significativas entre os grupos analisados em relagdo a
frequéncia de granulécitos totais (figura 4A). Entretanto, quando analisamos
separadamente a frequéncia de neutréfilos e eosindfilos, observamos que pacientes com
PCM apresentaram uma frequéncia menor de neutréfilos (células CD16"CD49d") do que
individuos do grupo controle (figura 4B) e uma frequéncia aumentada de eosindfilos

(células CD16°CD49d"), em relacdo aos individuos do grupo controle (figura 4C).
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Figura 4 - Anélise por citometria de fluxo da frequéncia (%) de granulécitos (A) e de
células CD16*CD49d" (neutréfilos - B) ou células CD16°CD49d* (eosindfilos - C) no
sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e individuos do grupo controle (C -
n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de p estdo demonstrados sobre os
colchetes. As barras horizontais representam a mediana. Valores expressos como
porcentagem de células determinada conforme descrito em materiais ¢ métodos.
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A andlise dos mondcitos demonstrou uma frequéncia menor dessas células nos
pacientes com PCM quando comparada com individuos controle (figura SA). Entretanto,
ndo observamos diferencas significativas nas frequéncias das subpopulacdes de
mondcitos (CD14**CD16™ = classicos - figura 5SB; CD14**CD16* = intermedidrios -
figura 5C; CD14"CD16"" = ndo-cldssicos - figura 5D) nos grupos analisados.
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Figura 5 - Andlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células no "gate" de
mondcitos (A) e suas subpopulagdes: células CD14"*CD16™ (mondcitos classicos - B);
células CDI14**CD16" (mondcitos intermedidarios - C); células CDI14*CD16**
(mondcitos nao-cldssicos - D) no sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e
individuos do grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de
p estdo demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam a mediana.
Valores expressos como porcentagem de células determinada conforme descrito em
materiais € métodos.

Em relagdo a populagdo observada no "gate" de linfécitos, os dados demonstraram

que pacientes com PCM apresentam uma menor porcentagem de células quando
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comparados individuos do grupo controle (figura 6A). Quando analisamos as
subpopulagdes de células majoritdrias que sdo encontradas nessa regido, observamos que
pacientes apresentaram frequéncia de linfécitos T (células CD3*CD19") diminuida em
relacdo aos individuos do grupo controle (figura 6B). Nao observamos diferencas
significativas na frequéncia de células "Natural Killer" (NK - CD3"CD56" - figura 6C) e

na frequéncia de células NKT (células CD3*CD56" - figura 6D).
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Figura 6 - Andlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células no "gate" de
linfécitos (A) e suas subpopulagdes: células CD3*CD19" (linfécitos T - B); células CD3-
CD56" (células Natural Killer - C) e células CD3*CD56" (células NKT - D) no sangue
periférico de pacientes com PCM ( n=17) e individuos do grupo controle (C - n=11).
Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de p estdo demonstrados sobre os colchetes.
As barras horizontais representam a mediana. Valores expressos como porcentagem de
células determinada conforme descrito em materiais e métodos.

Também analisamos a frequéncia de células NK com alta expressdo de CD56
(CD56™2M") e baixa expressio de CD56 (CD56%™)(figura 7A e 7B respectivamente), e

nao observamos diferencas estatisticas entre os grupos analisados.
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Figura 7 - Anilise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células CD56"" (A) e
células CD56™ (B) no sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e individuos do
grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de p estdo
demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam a mediana. Valores

expressos como porcentagem de células determinada conforme descrito em materiais e
métodos.

Quando analisamos as subpopulagdes de linfécitos T CD3* ndo encontramos
diferencas estatisticas nas frequéncias de linfécitos T CD3*CD4* (figura 8A) e T
CD3*CD8" (figura 8B) entre os grupos analisados. Todavia, observamos que pacientes
com a doenga apresentam uma maior frequéncia de linfécitos T CD3*TCRyd* (figura 8C)
do que individuos controle. Também observamos que pacientes do grupo PCM

apresentam menor frequéncia de linfécitos T apresentando o TCRyd™ (figura 8D).
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Figura 8 - Andlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células CD3"CD4* (A);
células CD3*CD8* (B); CD3*TCRyd" (C); CD3*TCRyd (D) no sangue periférico de
pacientes com PCM (n=17) e individuos do grupo controle (C - n=11). Teste estatistico:
Mann-Whitney, os valores de p estdo demonstrados sobre os colchetes. As barras
horizontais representam a mediana. Valores expressos como porcentagem de células
determinada conforme descrito em materiais e métodos.

Também analisamos a frequéncia de linfécitos T expressando os marcadores de
ativacdo CD25 (cadeia a do receptor de IL-2) e CD69. Como pode ser observado na
figura 9, pacientes com PCM apresentam uma maior frequéncia de linfécitos T
CD3"CD25" quando comparados a individuos do grupo controle (figura 9A) e maior
frequéncia de células CD3*CD4"CD25* em comparagdo a individuos do grupo controle
(figura 9C). De modo inverso, os dados demonstraram que o marcador de ativacdo
precoce CD69, foi mais frequente nas células CD3" e CD3"CD4" de individuos controle

quando comparados a pacientes com PCM (figuras 9B e 9D) respectivamente. Nao



32

observamos diferengas nas frequéncias de células CD3*CD8*CD25" e CD3*CD8*CD69*

entre os grupos analisados (figuras 9E e 9F).
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Figura 9 - Anailise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células CD3*CD25" (A);
células CD3"CD69" (B); CD3"CD4"CD25* (C); CD3*CD4*CD69* (D)
CD3*CD8"CD25" (E); CD3"CD8"CD69" (F) no sangue periférico de pacientes com
PCM (n=17) e individuos do grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney,
os valores de p estdo demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam
a mediana. Valores expressos como porcentagem de células determinada conforme
descrito em materiais € métodos.
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Também analisamos a frequéncia de linfécitos T CD3* expressando marcadores
de células "naive" (CD45RA) e de células de memoéria (CD45R0O). Nao observamos

diferencas estatisticas entre os grupos analisados (figura 10A-D).
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Figura 10 - Andlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células

CD3"CD4"CD45RA* (A); CD3*CD4"CD45RO" (B); CD3"CD8"CD45RA* (C);
CD3*CD8"CD45RO* (D) no sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e
individuos do grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de
p estdo demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam a mediana.
Valores expressos como porcentagem de células determinada conforme descrito em
materiais € métodos.

Em relagdo a populacéo de linfécitos B circulantes (CD3'CD19%), observamos que
pacientes com PCM apresentam maior frequéncia, quando comparados a individuos do
grupo controle (figura 11A). Porém, ndo observamos diferenca na porcentagem de células

de memoria, caracterizadas pelo fenétipo CD19*CD27* (figura 11B).
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Figura 11 - Anadlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células CD3'CD19*(A) e
CD19°CD27" (B) no sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e individuos do
grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de p estdo
demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam a mediana. Valores
expressos como porcentagem de células determinada conforme descrito em materiais e
métodos.

Quando comparamos a quantidade de células com fendtipo de linfécitos B
regulatérios, caracterizados pelo fenétipo CD20*CD24*CD38"", observamos que os

pacientes possuem maior porcentagem dessas células que os individuos controles (figura

12).
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Figura 12 - Andlise por citometria de fluxo da frequéncia (%) células

CD20"CD24*CD38"e" no sangue periférico de pacientes com PCM (n=17) e individuos
do grupo controle (C - n=11). Teste estatistico: Mann-Whitney, os valores de p estdo
demonstrados sobre os colchetes. As barras horizontais representam a mediana. Valores
expressos como porcentagem de células determinada conforme descrito em materiais e
métodos.
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4.2  Anadlise do fenétipo de linfécitos B purificados estimulados in vitro.

Ap6s a fenotipagem das células circulantes, foram efetuadas culturas celulares
para determinar o papel funcional dos linfécitos B. Foram utilizados experimentos
utilizando células de 12 controles e 13 pacientes com doenca ativa. As células foram
mantidas sem estimulo ou foram estimuladas com ODN (ligante de TLR9), CD40L
soluvel e DNA gendmico ou gp43 de P. brasiliensis (estimulos especificos do fungo).

Conforme pode ser observado na figura abaixo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na expressdo (Intensidade Média de Fluorescéncia - IMF)
da molécula coestimulatéria CD80 entre os dois grupos analisados (figura 13). Contudo,
no dois grupos observamos que o estimulo com CpG-ODN aumentou significativamente

a expressao de CD80 nas células (figura 13).
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Figura 13 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CDS80. por
citometria de fluxo, em linf6citos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12).
Ap6s a pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48
horas com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L soluvel (sCD40L - 20ng/mL), DNA
genOmico de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 -
Ing/mL) Teste estatistico: Comparacao entre os diferentes estimulos no mesmo grupo:
Friedman com pds-teste de Dunn. *<0,05 em comparac¢io com as células ndo estimuladas
(SE) do seu respectivo grupo. Comparacdo entre os grupos: Mann-Whitney, valores de p
sdo apresentados sobre os colchetes.
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A andlise da expressdao de CD86 apresentou resultado similares ao descrito para
CD80. Nao houve diferengas estatistacamente significativas entre os grupos (controle e
paciente), mas o estimulo com CpG-ODN aumentou significativamente a expressao dessa

molécula (figura 14).
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Figura 14 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia de CD86, por citometria de
fluxo, em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12). Apds a
pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48 horas
com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L solivel (sCD40L - 20ng/mL), DNA gendmico
de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 - 1ug/mL) Teste
estatistico: Comparacao entre os diferentes estimulos no mesmo grupo: Friedman com
pOs-teste de Dunn. *<0,05 em comparacdo com as células ndo estimuladas (SE) do seu
respectivo grupo. Comparacdo entre os grupos: Mann-Whitney, valores de p sdo
apresentados sobre os colchetes.

A avaliacdo da expressdo de MHC de classe I, cuja funcdo € a apresentacdo de
antigenos, mostrou que nao houve diferengas significativas entre os grupos, € que o
estimulo com CpG-ODN leva ao aumento da expressao nos dois grupos analisados (figura

15).
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Figura 15 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia de MHC de Classe II, por
citometria de fluxo, em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12).
Ap6s a pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48
horas com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L soluvel (sCD40L - 20ng/mL), DNA
genomico de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 -
Ipg/mL) Teste estatistico: Comparacao entre os diferentes estimulos no mesmo grupo:
Friedman com poés-teste de Dunn. *<0,05; **p<0,001 em comparacao com as células ndao
estimuladas (SE) do seu respectivo grupo. Comparacdo entre os grupos: Mann-Whitney,
valores de p sdo apresentados sobre os colchetes.

Também analisamos a expressao de CD40, proteina da super familia dos
receptores TNF relacionada a interacao dos linfocitos B com os linfocitos T via CD40L.
Observamos que células de pacientes quando estimuladas com gp43 aumentam a
expressao dessa molécula em comparacao as células de individuos controle, mas ndo em
comparagdo as células ndo estimuladas (figura 16). Também observamos que nos dois
grupos, o estimulo com CpG-ODN resultou em aumento significativo da expressao de

CDA40 (figura 16).
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Figura 16 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia de CD40, por citometria de
fluxo, em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12). Apds a
pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48 horas
com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L solivel (sCD40L - 20ng/mL), DNA gendmico
de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 - 1ng/mL) Teste
estatistico: Comparacao entre os diferentes estimulos no mesmo grupo: Friedman com
pOs-teste de Dunn. ***p<0,0001 em comparagdo com as células ndo estimuladas (SE) do
seu respectivo grupo. Comparagao entre os grupos: Mann-Whitney, valores de p sao
apresentados sobre os colchetes.

4.3  Avaliacdo da producao de IL-10 por linfécitos B purificados estimulados in
vitro.

Ap6s termos avaliado o efeito dos estimulos in vitro na expressdao de moléculas
de superficie, analisamos a produgdo de citocinas supressoras responsdveis pela atividade
regulatéria dos linfécitos Breg.

Ao analisarmos os linfécitos B sem separagao das subpopulagdes (células CD207),
observamos uma maior frequéncia de linfécitos B produtores de IL-10 no grupo de
pacientes com PCM em comparacdo ao grupo controle, mesmo em células nao
estimuladas (SE - figura 17). Também observamos um aumento na porcentagem de
células positivas para IL-10 no grupo de pacientes apds o estimulo com derivados de P.
brasiliensis (DNA gendmico e gp43), em comparagdo as células ndo estimuladas, fato

que nao ocorreu com as células do grupo controle (figura 17). Também observamos que
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o estimulo com CpG-ODN levou ao aumento da frequéncia de células IL-10" nos dois

grupos analisados (figura 17).
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Figura 17 — Anadlise por citometria de fluxo da frequéncia de células CD20"IL-10* em
linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12). Ap6s a pufiricagdo as
células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48 horas com CpG-ODN
(ODN - 1lpug/mL), CD40L soldvel (sCD40L - 20ng/mL), DNA gendmico de P.
brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 - 1pg/mL) Teste
estatistico: Comparacdo entre os diferentes estimulos no mesmo grupo: Friedman com
pos-teste de Dunn. **p<0,001 em comparagdo com as células ndo estimuladas (SE) do
seu respectivo grupo. Comparacdo entre os grupos: Mann-Whitney, valores de p sdo
apresentados sobre os colchetes.

A seguir avaliamos a frequéncia de células produtoras de IL-10 nas diferentes
subpopulagdes de linfécitos B normalmente associadas com um fendtipo regulatério
(Breg). Observamos que na subpopulacio CD20*CD24*CD38"e" somente apds o
estimulo com CpG-ODN houve aumento da frequéncia de células produtoras de IL-10
(em ambos os grupos), e que, de maneira diversa da que esperdvamos, o grupo controle
apresentou maior positividade para IL-10 do que o grupo de pacientes apds esse estimulo

(figura 18).
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Figura 18 — Andlise por citometria de fluxo da frequéncia de células

CD20*CD24*CD38"¢"L-10* em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles
(n=12). Ap6s a pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas
por 48 horas com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L solivel (sCD40L - 20ng/mL),
DNA gendmico de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43
- 1pg/mL) Teste estatistico: Comparagdo entre os diferentes estimulos no mesmo grupo:
Friedman com poés-teste de Dunn. *p<0,05 em comparacdo com as células ndo
estimuladas (SE) do seu respectivo grupo. Comparacao entre os grupos: Mann-Whitney,
valores de p sdo apresentados sobre os colchetes.

Ao avaliarmos a frequéncia de outra populacdo descrita como apresentando
atividade regulatéria (CD20"CD25*CD71%), observamos que mesmo sem estimulo e que
apos todos os estimulos utilizados, o grupo de pacientes com PCM apresentou frequéncia
estatisticamente maior de células produtoras de IL-10 em comparacdo ao grupo controle
(figura 19). Também foi possivel identificar uma maior producio de IL-10 pelas células
do grupo de pacientes apds os estimulos especificos derivados de P. brasiliensis (DNA
gendmico e gp43) em comparacao as células ndo estimuladas (SE), enquanto que somente
o estimulo com CpG-ODN levou ao aumento da porcentagem de células IL-10" no grupo

controle (figura 19).
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Figura 19: Andlise por citometria de fluxo da frequéncia de células
CD20"CD25*CD71*IL-10" em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles
(n=12). Ap6s a pufiricacdo as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas
por 48 horas com CpG-ODN (ODN - 1ug/mL), CD40L solivel (sCD40L - 20ng/mL),
DNA gendmico de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43
- lpg/mL) Teste estatistico: Comparacgdo entre os diferentes estimulos no mesmo grupo:
Friedman com pos-teste de Dunn. *p<0,05 ou **p<0,001 em comparagdo com as células
ndo estimuladas (SE) do seu respectivo grupo. Comparagdo entre os grupos: Mann-
Whitney, valores de p sdo apresentados sobre os colchetes.

Também  avaliamos a  producio de  TGF-B pela  subpopulacio
CD20*CD25*CD71*. Na figura abaixo (figura 20) é possivel observar que em todas as
condic¢des analisadas as células de pacientes com PCM apresentaram maior positividade
para essa citocina em comparacdo as células de individuos controle. Também
encontramos uma maior frequéncia de células TGF-B* apds o estimulo com gp43 e com
CpG-ODN no grupo de pacientes em comparacgdo as células ndo estimuladas. Enquanto
que no grupo controle, novamente, somente o estimulo com CpG-ODN induziu aumento

na frequéncia de células positivas para essas citocina (figura 20).
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Figura 20: Andlise por citometria de fluxo da frequéncia de células
CD20"CD25*CD71*TGF-B* em linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles
(n=12). Ap0s a pufiricacio as células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas
por 48 horas com CpG-ODN (ODN - 1pg/mL), CD40L solivel (sCD40L - 20ng/mL),
DNA gendmico de P. brasiliensis (DNA-Pb - 10ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43
- 1ug/mL) Teste estatistico: Comparagdo entre os diferentes estimulos no mesmo grupo:
Friedman com poés-teste de Dunn. *p<0,05 em comparagdo com as células ndo
estimuladas (SE) do seu respectivo grupo. Comparagao entre os grupos: Mann-Whitney,
valores de p sdo apresentados sobre os colchetes.

Ap6s termos avaliado a producdo de IL-10 por citometria de fluxo, analisamos a
producdo e secrecdo dessa citocina nos sobrenadantes das culturas de células. Conforme
pode ser observado na figura 21, obtivemos que linfécitos B purificados de pacientes com
PCM néo estimulados (SE), estimulados com CD40L solivel, DNA gen6mico de P.
brasiliensis ou gp43 apresentam maior producdo de IL-10 quando comparados com
células do grupo controle (figura 21). Também foi possivel observar que apds o estimulo
com CD40L ou gp43 as células de pacientes aumentaram a produgdo dessa citocina,
enquanto que o estimulo com CpG-ODN levou ao aumento da producio nos dois grupos

analisados (figura 21).
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Figura 21: Andlise por ELISA da producdo de IL-10 nos sobrenadantes de culturas
linfécitos B purificados de pacientes (n=13) e controles (n=12). Apds a pufiricacdo as
células foram mantidas sem estimulo (SE) ou estimuladas por 48 horas com CpG-ODN
(ODN — 1 pg/mL), CD40L soldvel (sCD40L — 20 ng/mL), DNA gendmico de P.
brasiliensis (DNA-Pb — 10 ng/mL) ou gp43 de P. brasiliensis (gp43 — 1 pug/mL) Teste
estatistico: Comparacao entre os diferentes estimulos no mesmo grupo: Friedman com
pos-teste de Dunn. **p<0,001 ou ***p<0,0001 em comparagdo com as células ndo
estimuladas (SE) do seu respectivo grupo. Comparacao entre os grupos: Mann-Whitney,
valores de p sdo apresentados sobre os colchetes.



44
5. DISCUSSAO

Tivemos como um dos objetivos nesse trabalho analisar a frequéncia e fen6tipo
de diferentes populagdes de leucdcitos na circulagdo periférica de pacientes com PCM.
Em relagdo aos granuldcitos, observamos que pacientes com PCM apresentam uma
menor frequéncia de neutréfilos e uma maior frequéncia de eosinéfilos (CD16°CD49d")
em comparagdo aos individuos controle. A diminui¢do da frequéncia relativa de
neutréfilos provavelmente € devida ao aumento da frequéncia de eosinéfilos nesse grupo.

Os eosindfilos estdo normalmente associados a resposta imunoldgica contra
helmintos, e a uma resposta Th2 [20, 72-74]. Trabalhos anteriores, também ja haviam
descrito o aumento do nimero dessas células em pacientes com PCM, tanto na circulagdo
periférica, quanto nas lesdes causadas pelo fungo [21, 73]. Em granulomas de pacientes
com PCM, € observada a presenga de eosindfilos com grande producdo de MBP (Major
Basic Protein, do inglés), uma das proteinas mais abundantes nos granulos do eosinéfilo
[75]. Aparentemente essa célula ndo € capaz de inibir o crescimento do fungo, mas por
meio da secrecdo de seus granulos poderia contribuir para danos teciduais observados nos
pacientes [75]. Segundo Oliveira et. al. pacientes com PCM apresentam maior producio
de IL-5 do que individuos sauddveis, sendo tal citocina, importante no recrutamento e
ativacdo de eosinodfilos [21]. Mais recentemente, alguns trabalhos demonstram que os
eosindfilos também podem atuar como células moduladoras da resposta imunoldgica,
induzindo a diferenciagdo de células Th2, principalmente pela sua capacidade de produzir
citocinas como a IL-4 [76].

Observamos que pacientes com PCM apresentam frequéncia menor de mondcitos
em comparagao aos pacientes com a FC da doenca. Essa menor quantidade de células
poderia estar relacionada a supressao da resposta celular observada no pacientes com as

formas mais graves da doenga [21]. Em estudo anterior, foi observado que mondcitos de

pacientes com a PCM produziam espontaneamente mais TGF-B1 que individuos
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sauddveis [77]. Em relacdo as subpopulagdes de mondcitos circulantes, Venturini et al.
mostraram que pacientes com a forma ativa da PCM apresentam maior quantidade de
mondcitos com alta expressdo de CD16 (CD16*), quando comparados a individuos
sauddveis, e que o numero dessas células retornam a niveis normais apos o tratamento
antifiingico, associando essa maior quantidade de células a uma maior resposta
inflamatodria observada nos pacientes [78]. Entretanto, ndo encontramos diferencas
significativas nas frequéncias das diferentes populacdes de mondcitos encontradas no
sangue periférico (classicos, ndo-classicos e intermediarios).

ApOs analisar as células da imunidade inata, foi efetuada a andlise das células da
imunidade adaptativa. Observamos que pacientes com a PCM apresentaram menor
ndmero relativo de linfécitos, e de células T CD3* comparada a individuos saudaveis. De
maneira contrdria, os pacientes também apresentaram elevacdo da frequéncia de
linf6citos B (CD19%).

A andlise da frequéncia de linfécitos T CD4* e CD8* ndo apresentou diferenga
significativa. Ja quando foi verificada a constituicdo de seu TCR, observamos que hd uma
diminuicdo da frequéncia de células com TCR constituido de subunidades a e B nos
pacientes, quando comparado a individuos sauddveis. Também observamos uma maior
quantidade de células com TCR constituido de subunidades y e & em pacientes quando
compamos com individuos controle. Os linfocitos TCRy*8" sdo caracterizados como
células que atuam como uma "ponte" entre a imunidade inata e adaptativa, produzindo
grandes quantidade de IL-17 e IFN-y promovendo respostas do tipo Th17 e Thl,
respectivamente [79], mas também podem ser fontes de citocinas supressoras como IL-
10 e IL-4 nas fases mais tardias da resposta imunolégica [79]. Embora nio existam
trabalhos analisando essas células na PCM, estudo experimental na criptococose,

demonstrou que as células (T yd) sdo fontes importantes de IL.-17, contribuindo para uma
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evolugdo mais lenta da doenca [80], dessa forma estudos mais detalhados e funcionais
precisariam ser feitos para determinar o papel desempenhado pelas células T yd na PCM.

Em relacdo aos marcadores de ativacdo (CD25 e CD69) e marcadores que
caracterizam linfécitos naive e de memoria/efetores (CD45RA e CD45R0O
respectivamente), observamos diferenca significativa entre os grupos na anélise do CD25
e CD69. Os pacientes apresentaram maior quantidade de células com fendtipo
CD3"CD25* e CD3"CD4*CD25". O CD25 ¢ a subunidade a do receptor da IL-2, uma
citocina muito importante para ativacdo e manuten¢do dos linfécitos T, ficando claro que
essas células no grupo de pacientes estdo mais ativadas via IL-2 do que o grupo controle.
Ja na andlise das células com fenétipo CD3*CD69" e CD3"CD4"CD69", observamos um
maior numero de células circulantes no grupo controle em comparacdo ao grupo de
pacientes. O CD69 é um marcador de ativagcdo precoce € também atua como molécula
coestimulatéria para ativacdo e proliferacdo celular, a qual pode ativar as células da
imunidade adaptativa de forma ideal para a elimina¢do do fungo.

Dentre as populagdes de leucdcitos circulantes analisadas, a frequéncia de
linfécitos B (como mencionado acima) foi a que apresentou maior alteracao nos pacientes
com PCM (ao lado do aumento dos eosinéfilos). Como mencionado, pacientes com PCM,
particularmente os com as formas mais graves, apresentam baixa ativacao de linfécitos T
e ativacao policlonal de linfécitos B [20, 21, 24, 81], com prevaléncia de uma resposta do
tipo Th2 [12]. Essa resposta leva a hipergamaglobulinemia e producdo de diferentes
classes de imunoglobulinas, além da produgdo de citocinas caracteristicas desse tipo de
resposta (IL-4, IL-5 e IL-10). Biagioni et al (1984) demonstraram a ativagcdo policlonal
de células B através da dosagem de IgG anti-P. brasiliensis e da IgA e IgM total no soro
de pacientes com PCM, encontrando correlagdo entre o aumento da producdo de IgG

especifica e a gravidade da doenca [82].
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Também observamos que os linfécitos B apds estimulo com CpG-ODN
apresentaram maior expressdo de moléculas de superficie, relacionadas com a
apresentacdo de antigeno. Estudos recentes demonstraram que os linfécitos B podem
atuar como células apresentadoras de antigeno tanto na resposta antiviral, quanto na
resposta antitumoral [83, 84]. Observou-se que na resposta imune ao virus da Influenza,
o linfécito B pode desempenhar o papel de APC e desencadear uma resposta protetora
independente da presencga de células dendriticas [83].

Rossetti e colaboradores realizaram um experimento com linfécitos B, T e células
dendriticas de pacientes com cancer na regido cervical e observaram que os linfécitos B
desses pacientes apresentaram maior capacidade de apresentacdo de antigeno apds
entimulos com sCD40L e IL-4. Também se observou que os linfécitos B ativados com
anti-CD40 desempenharam papel fundamental na ativacdo de linfécitos T, o que ndo
ocorreu com as células dendriticas, demonstrando que o linfécito B pode ser utilizado
como um possivel alvo terapeutico em na imunoterapia contra o cancer [84].

Em modelo experimental com o fungo Encephalitozoon cuniculi, o linfécito B-1
atuou na apresentacdo de antigenos, € levou a um resposta imunoldgica efetiva para a
eliminacdo do patégeno e diminui¢ao dos sintomas e lesdes em camundongos induzindo
a proliferacdo de linf6citos T CD4* e CD8" além da produgao de citocinas como IL-4, IL-
6, TNF-a e IFN-y [85].

Ja em relacdo as células B com fendtipo descrito como caracteristicos de células
regulatérias (Breg - CD20*CD247CD38"eh), encontramos aumento na frequéncia dessa
subpopulagdo nos pacientes com PCM em relagdo ao controle, indicando uma possivel
ativacdo e proliferacdo dessas células induzida pela infeccao. Essa maior quantidade de

células regulatérias na circulacdo poderia estar associada ao processo de supressdo da
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resposta imunoldgica celular observada nos pacientes com PCM, principalmente naqueles
com as formas mais graves da doenca [10, 12, 21].

Em outras infec¢des ja foi demonstrado que o linfécito B regulatério possui um
papel deletério, auxiliando na disseminacdo do patégeno devido a sua atividade
imunossupressora [86]. Em pacientes com HIV, hd um aumento das células Breg
produtores de IL-10, sendo que o nimero de Bregs, apresenta correlacdo positiva com a
carga viral, enquanto que o tratamento efetivo com anti-retrovirais leva a diminui¢do do
nimero dessas células na circulacdo [64]. Outros estudos, demonstraram que as células
Bregs atuam, principalmente por meio da produgdo de IL-10, na redugdo a atividade de
linfécitos T CD8* especificos para antigenos derivados do HIV, e na inducdo da
expressdao de marcadores de exaustdo celular, como a molécula PD-1 (Programmed
Death 1) [87, 88].

Camundongos BALB/c infectados pelo Plasmodium chabaudi chabaudi,
apresentaram maior quantidade de linfécitos Bregs na no bago, além de produzir maiores
quantidades de IL-10, do que camundongos C57BL/6 [89].

Na leishmaniose, as células Bregs desempenham papel importante na
suscetibilidade a infec¢do. Células B estimuladas in vitro com Leishmania major
produzem grandes quantidades de IL-10, e a transferéncia adotiva dessas células leva ao
desenvolvimento de uma resposta Th2, envolvida na suscetibilidade a doenga [90]. Além
disso, foi demonstrado que linfécitos B presentes em linfonodos de camundongos
suscetiveis (BALB/c), produzem grandes quantidades de IL-10 apds a infecc¢do, o que
ndo ocorre em camundongos resistentes (C57BL/6) [90]. O papel das células Bregs
também foi demonstrado na esquistossomose por Schistossoma haematobium, onde foi

observado que linfécitos B de individuos com a infec¢do cronica, quando cocultivados in
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vitro com linfécitos T levam a diminui¢do da ativagao e producao de citocinas (IFN-y e
IL-17) por células T CD4", principalmente pela produgdo de IL-10 e TGF-$ [91].

Como mencionado, na PCM experimental, embora niao existam trabalhos
caracterizando especificamente a populacdo Breg, alguns estudos demonstram que
linfécitos B produtores de IL-10, classificados como B1 (CD19*CD5™) estao relacionados
a suscetibilidade a infeccd@o [41], influenciando a resposta de células inatas (macréfagos)
e na diferenciacao de linfécitos T para Th2 [42].

A ativagdo de linfécitos Breg por agentes infecciosos ainda nao foi completamente
elucidada, mas estudos sugerem que o reconhecimento de PAMPs por receptores do tipo
Toll [69] ou a interacdo entre linfécitos T e B via CD40L-CD40 sejam as principais vias
[67, 68]. Nossos resultados mostraram que tanto células B purificadas de pacientes,
quanto céluas de individuos controle podem ser ativadas pelo ligante de TLR9 (CpG-
ODN), levando ao aumento da expressdo de moléculas associadas a apresentacdo de
antigenos (MHC 1II) e coestimulag¢dao (CD80, CD86 e CD40).

Além disso, o estimulo com o agonista do TLRY levou ao aumento da producao
de IL-10 por células de pacientes e controles, tanto quando analisamos os linfécitos B de
maneira geral (células CD20%), quanto como analisamos as subpopulagdes de linfécitos
descritas como Breg -CD20"CD24+*CD38"¢" ¢ CD20*CD25*CD71*. Na PCM o TLR9
aparentemente desempenha um papel regulatério, uma vez que camundongos deficientes
para esse receptor apresentam uma maior resposta inflamatéria inicial ao fungo, o que
leva a uma desregulagdo da resposta adaptativa subsequente [92].

E interessante notar que, embora os estimulos com gp43 ou com DNA gendmico
de P. brasiliensis ndo tenha levado a alteracdes significativas na expressao de moléculas

de superficie nos linfécitos B purificados, a presenca desses estimulos induziu o aumento
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da producao de IL-10 e de TGF-f pelas células dos pacientes com PCM (particularmente
da subpopula¢do CD20"CD25*CD71%), mas nao de controles.

A gp43 € o antigeno imunodominante do P. brasiliensis, sendo que a maioria dos
pacientes apresenta a producdo de anticorpos especificos contra essa glicoproteina [26-
29]. A secrecdo de gp43 pelo fungo ja foi descrita como um possivel mecanismo de
escape do sistema imunoldgico, levando a inibicdo dos mecanismos efetores de
macréfagos [93]. De acordo com Ferreira et al. o tratamento de camundongos resistentes
(A/]) ou susceptiveis (B10.A) com gp43 purificada influencia a polarizagdo de linfocitos
TCD4", levando a diferenciacdo de células Th2 com altas produgdes de IL-4 e IL-10, e a
uma maior disseminag¢do do fungo [30]. Como mencionado, o TLR9 tem como principal
ligante sequéncias nao metiladas de dinucleotideos compostos por Citosina e Guanina
(CpG-ODN), ja identificadas no DNA do P. brasiliensis como imunoestimulatdrias [94,
95].

Dessa forma, nossos resultados indicam que a estimulacdo de linfécitos B pode
contribuir para a supressao da resposta imunoldgica observada nos pacientes com PCM,
principalmente pela producdo de IL-10, como descrito para outras doencas infecciosas.
Sabe-se que a IL-10 exerce diversos efeitos sobre os macréfagos, dentre os quais o
aumento da capacidade fagocitica [96, 97]. Entretanto, a presenca da IL.-10 também reduz
a habilidade desses fagdcitos na destruicdao dos patdgenos por eles fagocitados, levando
a uma diminuicdo da producdo de anion superéxido e NO [98-100], principais

mecanismos efetores para a destrui¢do do fungo.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos com a fenotipagem de leucdcitos circulantes confirmam dados
publicados anteriormente, nos quais foram demonstrados uma maior quantidade de
eosindfilos e de linfécitos B na circulagdo periférica de pacientes com PCM em
comparagdo aos individuos controle.

Observamos que os linfécitos B estimulados via TLR-9 apresentaram maior
expressdo de moléculas de superficie relacionadas a apresentacio de antigeno.

Nossos resultados também mostraram que os pacientes com PCM apresentam
maior frequéncia de células B apresentando fenétipo regulatério (CD20*CD24*CD38high)
na circulacdo periférica. Além disso, células B purificadas de pacientes estimuladas in
vitro apresentaram maior capacidade de producdo de IL-10. Esta producdo foi induzida
pelo agonista especifico de TLR9 (CpG-ODN), bem como por moléculas derivadas de P.
brasiliensis, como DNA ou gp43 (antigeno imunodominante).

Em conclusio, nossos resultados, embora preliminares, indicam que as células
B poderiam participar como células reguladoras no PCM humano, contribuindo para a
supressao da resposta imunoldgica celular observada em pacientes com PCM ativa. Essas
células podem também desempenhar o papel de apresentadoras de antigeno, polarizando

a resposta imunoldgica de acordo com a ativagao dos linfocitos T.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo fenotipica e funcional de linfocitos B regulatérios na
paracoccidioidomicose.

Pesquisador: Ronei Luciano Mamoni

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 50875515.6.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.757.109

Apresentacao do Projeto:
Parecer de apreciacdo de emenda.

Justificativa da Emenda:

Foi acrescentado o nome do aluno Dennis Henrigue Leandro da Silva na equipe de pesquisa. Na época da
submissao, o mesmo ainda néo havia completado sua graduacéo o que impossibilitava a sua inclusao. Para
a defesa da dissertagao, segundo as normas da Pos-graduacgio da FMC/Unicamp, & necessario inclui-lo no
parecer do Comité de Etica.

Objetivo da Pesquisa:
Inalterado.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Inalterado.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Dennis Henrique Leandro da Silva foi incluido na plataforma Brasil como assitente de pesquisa € como
membro da equipe de pesquisa.

Enderego: Rua Tessalia Viera de Camargo, 126

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm unicamp br
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Para a emenda apresenta o documento PB_INFORMACOES_BASICAS_1035386_E1.pdf de 12/06/2018
com a justificativa da emenda.

Projeto original aprovado em 02 de Dezembro de 2015. N&o ha nenhum relatério de acompanhamento do

trabalho.

Recomendagodes:

Nenhum relatério de acompanhamento do projeto foi enviado segundo a recomendacdo do CEP "-
Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacao e ao término do estudo. ".

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Deve apresentar relatorio.
Emenda aprovada com recomendac&o: deve apresentar relatério.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvaolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu pasicionamento.

- Eventuais modificacdes 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 e aguardando a

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barfo Geraldo CEP: 13.0823-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm unicamp br
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aprovacéo do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_103538| 12/06/2018 Aceito
do Projeto 6 E1.pdf 13:56:27
Declaragdo de Regulamento_modelo_CONEP.pdf 10/11/2015 |Ronei Luciano Aceito
Manuseio Material 10:21:13 | Mamoni
Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

TCLE / Termos de | TCLE_Pacientes.pdf 15/10/2015 |Ronei Luciano Aceito

Assentimento / 15:15:12 | Mamoni

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_controles.pdf 15/10/2015 | Ronei Luciano Aceito

Assentimento / 15:14:59 | Mamoni

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 15/10/2015 |Ronei Luciano Aceito

Brochura 15:12:31 Mamoni

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 15/10/2015 |Ronei Luciano Aceito
15:08:17_ | Mamoni

Situacao do Parecer:
Aprovado

Enderege: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
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Telefone: (19)3521-8936 Fax:

(Coordenador)
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8.2 TCLE de controles.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caracterizagdo fenotipica e funcional de linfécitos B regulatdérios na paracoccidioidomicose
Pesquisador responsdvel: Dennis Henrique Leandro da Silva
Orientador: Ronei Luciano Mamoni
Numero do CAAE: 50875515.6.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos e deveres como
participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atengao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houverem
perguntas antes ou mesmo depois de assinad-lo, vocé poderd esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.
Se vocé ndo quiser participar ou retirar sua autoriza¢do, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo
de penalizagdo ou prejuizo.

Justificativa e objetivos:

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica muito importante em nosso meio, mas alguns
aspectos sobre como o nosso organismo reage e se defende (resposta imunolégica) da infecgdo pelo
fungo causador da doenca (cujo nome cientifico é Paracoccidioides brasiliensis) ainda permanecem
desconhecidos. O objetivo desse estudo é avaliar o papel de uma das células (chamadas de linfécitos B)
que fazem parte do sistema de defesa do nosso organismo (sistema imunolégico) e encontradas no
sangue na resposta a esse fungo. Dessa forma pretendemos compreender melhor os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento dessa doenga e dessa forma encontrar melhores formas de tratamento
e intervencgdo para os individuos acometidos.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a doar aproximadamente 40-50mL de sangue
(4 a 5 tubos de 10mL), que serdo coletados uma unica vez, ndo havendo necessidade de retorno. O
sangue coletado serd totalmente aproveitado (plasma e células sanguineas) para a realizacdo de
diferentes metodologias. As células do sangue serdo separadas e tratadas in vitro (no laboratdrio) com
substancias derivadas do fungo causador da Paracoccidioidomicose (Paracoccidioides brasiliensis) ou
expostas ao fungo, e depois avaliadas quanto as suas fungdes. O plasma sera usado para dosagem de
algumas substancias presentes no sangue e que tem papel na resposta de prote¢do (resposta
imunoldgica) contra agentes infecciosos.

Desconfortos e riscos:

Vocé nao deve participar deste estudo se estiver tomando ou tiver tomado nas ultimas duas
semanas: antialérgicos, anti-inflamatérios (incluindo corticoides) ou antibidticos. Também ndo deve
participar se tiver alguma doenca infecciosa, alérgica ou inflamatéria em atividade (incluindo doenga
autoimune).

O sangue sera coletado por pessoa habilitada, utilizando material completamente descartavel. A
coleta sera feita por pungao venosa (veia do brago), do mesmo modo que outras coletas realizadas para
exames de sangue. Como em outras coletas, durante o procedimento podera haver dor e/ou formagdo
de hematoma no local da coleta, mas que ndo apresentam risco adicional em individuos saudaveis.

Beneficios:

Ndo havera beneficios em curto prazo, mas como a pesquisa envolve um melhor
entendimento da participacdao dos linfécitos B na resposta imunolégica frente ao fungo P.
brasiliensis, o estudo poderd embasar futuras pesquisas que possam ser aplicadas para o
tratamento de pacientes.

Acompanhamento e assisténcia:
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Como mencionado, a coleta sera realizada uma Unica vez, sem necessidade de retorno. Os
resultados obtidos nos experimentos realizados, ndo apresentam aplicacdo pratica para o participante.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacgado serd
dada a outras pessoas que nao fagam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgagdo dos resultados
desse estudo, seu nome ndo sera citado.

Ressarcimento:

Ndo havera ressarcimento monetadrio pela participagdo no estudo, uma vez que os
procedimentos serdo realizados no intervalo das fun¢des desempenhadas pelo participante, ndo
havendo necessidade de deslocamento adicional ou interrupgao de atividades. Apds a coleta serd
fornecido a vocé um "lanche" composto por biscoitos, barra de cereais e achocolatado.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com Ronei Luciano Mamoni
ou Dennis Henrique Leandro da Silva, no Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular, situado no
prédio FCM-08 (térreo) na Rua Vital Brasil, 50 - Bardo Geraldo - Campinas/SP, telefone (19) 3521-8991,
email: rmamoni@fcm.unicamp.br ou dennisleandro@live.com.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo no estudo, vocé pode entrar em contato
com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-
887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Consentimento livre e esclarecido:
Apds ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do responsavel)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares
na elaboracio do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma cépia deste documento ao participante.
Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado.
Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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8.3 TCLE de pacientes.

Caracterizagao fenotipica e funcional de linfécitos B regulatérios na paracoccidioidomicose
Pesquisador responsavel: Dennis Henrique Leandro da Silva
Orientador: Ronei Luciano Mamoni
Numero do CAAE: 50875515.6.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos e deveres como
participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houverem
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.
Se vocé ndo quiser participar ou retirar sua autorizacdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo
de penalizagdo ou prejuizo.

Justificativa e objetivos:

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica muito importante em nosso meio, mas alguns
aspectos sobre como o nosso organismo reage e se defende (resposta imunoldgica) da infecgdo pelo
fungo causador da doenga (cujo nome cientifico é Paracoccidioides brasiliensis) ainda permanecem
desconhecidos. O objetivo desse estudo é avaliar o papel de uma das células (chamadas de linfécitos B)
que fazem parte do sistema de defesa do nosso organismo (sistema imunoldgico) e encontradas no
sangue na resposta a esse fungo. Dessa forma pretendemos compreender melhor os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da doenca e dessa forma encontrar melhores formas de tratamento e
intervengdo para os individuos acometidos.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a doar aproximadamente 40-50mL de sangue
(4 a 5 tubos de 10mL), que serdo coletados uma unica vez, ndo havendo necessidade de retorno. O
sangue coletado serd totalmente aproveitado (plasma e células sanguineas) para a realizagdo de
diferentes metodologias. As células do sangue serdo separadas e tratadas in vitro (no laboratério) com
substancias derivadas do fungo causador da Paracoccidioidomicose (Paracoccidioides brasiliensis) ou
expostas ao fungo, e depois avaliadas quanto as suas fungdes. O plasma sera usado para dosagem de
algumas substancias presentes no sangue e que tem papel na resposta de prote¢do (resposta
imunoldgica) contra agentes infecciosos.

Desconfortos e riscos:

Vocé nao deve participar deste estudo se estiver tomando ou tiver tomado nas ultimas duas
semanas: antialérgicos e anti-inflamatérios (incluindo corticoides). Também ndo deve participar se tiver
alguma doenca infecciosa (exceto a Paracoccidioidomicose), alérgica ou inflamatéria em atividade
(incluindo doenga autoimune).

O sangue sera coletado por pessoa habilitada, utilizando material completamente descartavel. A
coleta sera feita por pungdo venosa (veia do bra¢o), do mesmo modo que outras coletas realizadas para
exames de sangue. Como em outras coletas, durante o procedimento poderd haver dor e/ou formacgédo
de hematoma no local da coleta, mas que ndo apresentam risco adicional.

Beneficios:

Nao havera beneficios diretos em curto prazo, mas como a pesquisa envolve um melhor
entendimento da participagdo dos linfécitos B na resposta imunolégica frente ao fungo P.
brasiliensis, o estudo poderd embasar futuras pesquisas que possam ser aplicadas para o
tratamento de pacientes.

Acompanhamento e assisténcia:

Como mencionado, a coleta sera realizada uma Unica vez, sem necessidade de retorno, para
procedimentos relacionados a esse projeto. O seu acompanhamento no Hospital de Clinicas da
UNICAMP, ndo sera alterado de nenhuma forma.
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Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacdo sera
dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados
desse estudo, seu nome ndo sera citado.

Como os resultados obtidos no estudo ndo apresentam aplicagdo pratica para o participante, os
mesmos ndo serdo incluidos no prontuario médico.

Ressarcimento:

Ndo havera ressarcimento monetdrio pela participagdo no estudo, uma vez que os
procedimentos (coleta de sangue) serdo realizados no momento (antes ou depois) da consulta
ambulatorial agendada pelo participante.

Armazenamento de material:

Pedimos a sua permissdo para armazenar o material biolégico (sangue), visto que a PCM é uma
doenca pouco estudada, sendo muitas vezes dificil obter amostras de pacientes ainda com a doenca em
atividade (como é o seu caso). Dessa forma esse material podera contribuir para estudos futuros. Por
favor, analise e selecione uma das opgdes abaixo:

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu
material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, sendo necessdrio meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo
CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP
institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material armazenado
deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com Ronei Luciano Mamoni
ou Dennis Henrique Leandro da Silva, no Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular, situado no
prédio FCM-08 (térreo) na Rua Vital Brasil, 50 - Bardo Geraldo - Campinas/SP, telefone (19) 3521-8991,
email: rmamoni@fcm.unicamp.br ou dennisleandro@live.com.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo no estudo, vocé pode entrar em contato
com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-
887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Consentimento livre e esclarecido:
Apds ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do responsavel)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigé€ncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma cépia deste documento ao participante.
Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado.
Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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