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RESUMO

A citocina IL-27, membro da familia da IL-12, é secretada por células
apresentadoras de antigenos como macréfagos e células dendriticas
(DCs). Estudos recentes sugerem um papel anti-inflamatério para a IL-
27, por meio da inducdo de células Tr1 produtoras de IL-10, capazes de
inibir respostas do tipo Th1 e Th17. Nosso trabalho teve como objetivo
investigar se a IL-27 e a indugé@o de células Tr1 estdo envolvidas na
imunomodulacao da paracoccidioidomicose, micose sistémica de maior
prevaléncia no Brasil. Para tal, avaliamos a presenca de IL-27 no soro e
bidopsias de pacientes atendidos no HC/UNICAMP por ELISA,
imunohistoquimica e imunofluorescéncia. A presenga de ceélulas Tr1
(CD4+*CD45RACD49b*LAG3*) no sangue periférico foi analisada por
citometria de fluxo, utilizando anticorpos especificos. Experimentos in
vitro utilizando sangue periférico de doadores saudaveis foram realizados
para verificar a capacidade de leveduras de P. brasiliensis em induzir a
producéo de IL-27 por DCs e macrofagos, bem como a polarizacao de
linfécitos para o fenétipo Tr1.  Nossos resultados mostram que pacientes
com a forma aguda da PCM apresentam maiores concentragdes séricas
de IL-27 e uma maior porcentagem de células Tr1 no sangue periférico
quando comparados a pacientes com a forma crénica da doencga e
doadores saudaveis. A citocina IL-27 também foi detectada em lesdes de
pacientes com PCM, sendo sua producdo associada a DCs e
macrofagos. Leveduras vidveis de P. brasiliensis da cepa Pb18 foram
capazes de induzir a producéao de IL-27 tanto por DCs como macro6fagos.
Em concordéncia, verificamos que DCs pulsadas com leveduras de Pb18
induzem uma maior frequéncia de linfécitos Tr1 in vitro. Em conjunto,
nossos resultados sugerem que a producdo de IL-27 e a inducao de
células Tr1 podem contribuir para a resposta imunoldgica deficitaria
observada nas formas graves e disseminadas da doenga.

Palavras-chaves: paracoccidioidomicose, IL-27, células dendriticas, Tr1



ABSTRACT

Interleukin-27, a cytokine of the IL-12 family, is secreted by antigen-
presenting cells such as macrophages and dendritic cells (DCs). Recent
studies suggest an anti-inflammatory role for IL-27 by inducing IL-10
producing Tr1 cells capable of inhibiting Th1 and Th17 type responses. Our
work aimed to investigate whether IL-27 and the induction of Tr1 cells are
involved in the immunomodulation of paracoccidioidomycosis, the most
prevalent systemic mycosis in Brazil. For this, we evaluated the presence
of IL-27 in serum and biopsies of patients treated at a university hospital in
Brazil by ELISA, immunohistochemistry, and immunofluorescence. The
presence of Tr1 cells (CD4+*CD45RA CD49b*LAG3*) in the peripheral blood
was analyzed by flow cytometry, using specific antibodies. In vitro
experiments using peripheral blood from healthy donors were performed to
verify the competence of P. brasiliensis yeast in inducing the production of
IL-27, as well as the polarization of lymphocytes to the Tr1 phenotype. We
found that patients with the acute form of PCM present higher serum
concentrations of |IL-27 and a higher percentage of Tr1 cells in the
peripheral blood when compared to patients with the chronic form of the
disease and healthy donors. The cytokine IL-27 was also detected in lesions
of PCM patients, which was associated with DCs and macrophages. P.
brasiliensis yeasts from the Pb18 virulent strain were able to induce IL-27
production by both DCs and macrophages. In agreement, we have found
that DCs pulsed with Pb 18 yeasts induce a higher frequency of Tr1
lymphocytes in vitro. Altogether, our results suggest that IL-27 production
and Tr1 cell induction may contribute to the deficientimmune response seen

in the severe and widespread forms of the disease.

Keywords: IL-27, Paracoccidioidomycosis, Tr1 cells, Paracoccidioides

brasiliensis.
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1.  INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢é uma micose sistémica
caracteristica da América Latina, com maior numero de casos encontrados
no Brasil, Colombia e Venezuela (1-3). A infeccao é causada pela inalagao
de conidios dos fungos dimorficos Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii, os quais se tornam capazes de causar a doenca
pela transicao morfoldgica induzida pelo aumento da temperatura de 25°C
(ambiente) para 37°C (corporal), a qual gera mudang¢a na composicao da
parede celular fungica e estabelecimento da doenca (4). A PCM é a maior
causa de mortalidade dentre as micoses sistémicas no Brasil, sendo a
oitava causa de mortalidade por doencas crénicas infecciosas (5). Segundo
servicos de referéncia no atendimento a pacientes, infere-se que a
incidéncia da doenca varie de 3 a 4 novos casos/milhao (6). Inicialmente
caracterizada como uma doenga associada ao meio rural, principalmente
em areas produtoras de café, mudancas demogréaficas como urbanizacgéao,
derrubadas de areas florestais e abertura de novas fronteiras tem
contribuido para o aumento da incidéncia da doenga no meio urbano (7, 8).

A PCM apresenta-se sob duas formas clinicas principais, a forma
juvenil ou aguda (FA) e a forma adulta ou crénica (FC) (tabela 1). A forma
adulta, caracterizada pela presenca de lesdes mucocutaneas e
comprometimento pulmonar (6), afeta, na maioria dos casos, individuos do
sexo masculino trabalhadores rurais acima de 30 anos. Etilismo e tabagismo
constituem fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. Muitos dos
pacientes portadores dessa forma exerceram atividades agricolas durante
as duas primeiras décadas de vida, nas quais possivelmente adquiriram a
infeccdo, entretanto as manifestagbes clinicas surgiram anos depois,
muitas vezes quando ja residiam em areas urbanas (9). Por afetar
trabalhadores em sua idade mais produtiva, a doenca apresenta impacto
importante na cadeia produtiva e na saude publica.

A maior incidéncia da PCM em homens adultos é atribuida a fatores

hormonais. Mulheres endocrinologicamente maduras, com niveis
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adequados de estrogénio, apresentam protecado contra o P. brasiliensis,
visto que o hormbnio B estradiol impede a transicao morfoldgica da fase

micelial (forma infectante) em leveduriforme (forma patogénica). (10, 11).

Por outro lado, a forma aguda tem evolugéo rapida, ocorrendo em
criangcas e adultos jovens (abaixo de 30 anos) de ambos 0s sexos.
Caracteriza-se pela disseminacao do fungo para multiplos tecidos e érgaos,

acometendo linfonodos, figado, bago e ossos (4, 6, 12).
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Tabela 1. Orgaos acometidos em pacientes com paracoccidioidomicose

Formas Clinicas

) Aguda Crénica
Orgaos
Pulmao - +
Bronquio/traqueia - +
Linfonodomegalia
Generalizada + -
Localizada + +
Boca, faringe, laringe
Mucosa oral - +
Laringe - +
Mucosa nasal - +
Glandulas adrenais - +
Sistema nervoso central - +
Figado + +
Baco + -
Pele - +

Fonte: Adaptacdo de Shikanai-Yasuda et al, 2017. (6)

As diferentes formas clinicas da doenca sdo acompanhadas por
respostas de defesa caracteristicas. Na forma aguda, pacientes
apresentam deficiéncia da resposta imunoldgica celular caracterizada pela
inibicdo da linfoproliferacao e producdo aumentada de citocinas do perfil
Th2/Th9, com acao inibitéria sobre macréfagos. Também caracteriza esta
forma clinica a producéao de altos niveis de anticorpos, principalmente das
classes IgE e IgG4, e eosinofilia (13-15).

A forma crénica varia dentro de um espectro que vai desde formas

localizadas e brandas a quadros mais graves com o envolvimento de



multiplos érgaos. Pacientes portadores da forma crénica unifocal (FC-UF)
apresentam sintomas mais brandos devido a uma resposta Thi
preservada, que permite a formagdo de granulomas que restringem
parcialmente a replicagéo do fungo, sendo associada a respostas Th-17 e
Th-22 (14, 16, 17). Ja a forma crdnica multifocal (FC-MF) apresenta uma
imunossupressao similar aquela descrita em pacientes com a FA, o que
contribui para um quadro mais grave da doencga devido a influéncia de
respostas tipo Th2 e Th9, as quais promovem ativacao de linfocitos B,
secrecao de anticorpos especificos, eosinofilia e formacao de granulomas
frouxos, incapazes de conter a disseminagao do fungo (15, 17).

Individuos moradores de areas endémicas para PCM podem se
infectar pelo Paracoccidioides, mas nao desenvolver a doenga,
apresentando reatividade cuténea a antigenos do fungo (14, 16). Nestes
individuos prevalece a resposta Th1, caracterizada pela producao de
citocinas ativadoras de macréfagos como IFN-y e alta resposta proliferativa
de linfocitos (14, 16).

A resposta imunolégica durante uma infeccao fungica deve eliminar
0 patégeno, ao mesmo tempo que limita o dano tecidual e restaura a
homeostase. Reacgdes inflamatorias intensas sdo descritas principalmente
em pacientes com a FA da PCM levando a uma falha na resposta ao
tratamento e a disseminagao do fungo para varios érgaos e tecidos (18).
Corticoesterdides foram utilizados com sucesso como terapia adjunta
especialmente em formas graves da doenga, como na
neuroparacoccidioidomicose. A droga, devido aos seus efeitos
imunossupressores, ajuda a diminuir o dano tecidual e a resposta
inflamatoéria exacerbada presente nos pacientes, resposta esta que pode
se agravar com as terapias antifungicas convencionais (19, 20). Neste
contexto, mecanismos de conteng¢do da resposta inflamatéria devem ser
acionados pelo sistema imunoldgico de forma a controlar a destruicao
celular desenfreada, porém otimizar a resposta antifungica.

Estudos envolvendo a participacdo de células T reguladoras
(Tregs) e citocinas anti-inflamatérias na PCM demonstraram que pacientes
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portadores de PCM ativa, principalmente nas formas mais disseminadas da
doenca, apresentam alta producao de citocinas supressoras como IL-10 e
TGF-B, sendo associadas a uma redugao na producéo de IFN-y e TNF-a
(14, 15, 21-28). Sugere-se que células Tregs participem da
imunossupressao observada em pacientes com PCM, uma vez que
pacientes com a doencga ativa apresentam uma maior quantidade dessas
células quando comparados aos individuos tratados. Os mecanismos
envolvidos nessa imunossupressao estao relacionados ao desequilibrio na
producdo de citocinas supressoras como IL-10 e TGF-B, aumento na
expressao de CTLA-4 nos linfécitos circulantes e aumento na apoptose de
células T efetoras através da interagao Fas-Fas-L (24, 25). Esses achados
confirmam a relagédo entre as formas mais graves da doenca e a depressao
na resposta imunolégica do tipo celular, determinante para a progressao da

doencga.

Recentemente, Araujo e colaboradores demonstraram que a
infeccdo por P. brasiliensis em camundongos induz a maturagao de células
dendriticas plasmocitéides (pDCs) com funcédo tolerogénica, pois estas
expressam a enzima Indolamina 2,3-Dioxigenase (IDO) e estéao
relacionadas a maior atividade das Tregs (26), fato que colaboraria para o

sucesso do patdgeno e o estabelecimento da doenca.

Além das células Treg, a supressado da imunidade observada em
algumas doengas infecciosas também foi associada a um aumento da
frequéncia de células reguladoras do tipo 1 (Tr1) (27, 28), caracterizadas
pela auséncia da expressao do fator de transcricio FOXP3 de forma
constitutiva (29). Entretanto, quando ativadas, as células Tr1 podem
apresentar uma expressao transiente do FOXP3, porém em niveis menores
do que aqueles expressos pelas Tregs tradicionais (30-32). As células Tr1
também s&o caracterizadas pela expressao de CD49b e LAG3 (33) e pela
secrecdo de grandes quantidades de IL-10 e TGF-B (33, 34). Outras
moléculas de superficie presentes nesta populacao celular sdo CTLA-4,
PD-1 (35) e ICOS (36).

Groux e colaboradores (33) demonstraram o papel indispensavel
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da LAG-3, uma proteina de membrana com efeito regulatério negativo no
sinal de transducao mediado pelo TCR, e que na forma soluvel, ativa as
células dendriticas aumentando a resposta antigeno-especifica em células
T murinas (31, 37, 38). Células Tr1 suprimem as respostas de células T e
de células apresentadoras de antigenos (APCs) pela via de secrecao da IL-
10. As propriedades imunossupressoras das células Tr1 contribuem para a
regulacdo negativa da resposta imunologica responsavel por manter a
tolerancia e supressdo de doencas autoimunes. Com base nestas
caracteristicas, as células Tr1 tém sido sugeridas como um potencial

tratamento para vérias desordens imuno-relacionadas (39).

Citocinas da familia da IL-12 como IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35 séo
moléculas heterodiméricas com importante funcdo na estimulagdo e
regulacdo da resposta imunolégica (40, 41). A IL-27, molécula
heterodimérica composta pelas subunidades p28 e EBI3, é produzida e
secretada por macréfagos e células dendriticas apds a ativacado de
receptores de reconhecimento padrdo como TLR3, TLR4 e TLR9 por
produtos microbianos (42-45). Inicialmente sugeriu-se que a IL-27 atuava
apenas na expansao de células pré-inflamatérias do tipo Th1 através
ativacdo dos fatores de transcricdo STAT1 e T-bet entretanto, foi
demonstrado que camundongos deficientes para o receptor da IL-27 (IL-
27ra’/’) desenvolvem respostas pré-inflamatérias exageradas associadas
as células T. Estes achados permitiram constatar o envolvimento direto da
IL-27 na inibicdo da inflamacédo tecidual, exercendo uma acgao anti-
inflamatéria capaz de limitar a destruicdo tecidual durante processos
infecciosos e inflamatorios (46).

Os primeiros estudos indicando os efeitos anti-inflamatérios da IL-
27 em doencas infecciosas e inflamatérias foram realizados em
camundongos |IL-277/ ou EBI3/ que apresentaram alta producado de
citocinas Th2 durante a asma experimental e infeccdes por Trypanossoma
cruzi (47-49). Na mesma linha, Villarino e colaboradores observaram que
camundongos deficientes do receptor da IL-27 (IL-27R) infectados com
Toxoplasma gondii desenvolveram células T CD4+e CD8* produtoras de
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IFN-y durante a fase aguda da infeccéo, sendo essa resposta suficiente

para controlar a replicagao parasitaria (46).

A ativacao de células TCD4+ naive na presenca da IL-27 resulta na
diferenciacao de células reguladoras do tipo Tr1 produtoras de IL-10, as
quais podem suprimir inflamag¢do e autoimunidade. Além de atuar na
polarizacdo celular, exercem influéncia na inibicdo da diferenciacdo em
células Th17 e em células T reguladoras FOXP3* (Tregs) (42, 50-52).
Inicialmente descrita como citocina da resposta Th2, IL-10 é reconhecida
pela sua variedade de propriedades biologicas, dentre as quais a limitacao
das respostas inflamatoérias in vivo (33, 53, 54). De fato, camundongos IL-
10/ e IL-27/ infectados com T. cruzi ou Leishmania donovani apresentam
dano tecidual grave, associado a resposta inflamatéria excessiva,
sugerindo uma possivel relacao entre as duas citocinas na contencao da

inflamacéao exacerbada (48, 55).

Na infeccao por Mycobacterium tuberculosis, foi demonstrado que
a IL-27 modula negativamente a resposta de macréfagos por meio da
supressdao de TNF-a e IL-12, citocinas necessarias para a aumentar a
producao de IFN-y em macréfagos e, consequentemente, ativa-los (32, 56,
57). Dado o papel da IL-27 como reguladora positiva da producao de IL-10
por células Tr1, foi observado que camundongos deficientes em IL-10 sé&o
mais resistentes a M. tuberculosis quando comparados a controles
selvagens (58). Outra via de atuacado da IL-27 inclui a sua capacidade de
suprimir diretamente as células Th17, por meio da inibicao da expressao de
RORYyT e sinalizacao de IL-6 (revisto por (32) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos da IL-27 em macrofagos e linfocitos na tuberculose
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experimental.

Células Efeitos da IL-27

Inibe a producao de citocinas pré-
inflamatdrias

Macréfagos Induz a producao de citocinas anti-
inflamatdrias
Inibe a acidificacdo do fagossomo
Suprime a resposta Th1

Induz a diferenciagédo de células Tr1
produtoras de IL-10

Células T Induz a proliferacdo e manutencao
das células Tr1
Suprime o desenvolvimento de
células Th17

Fonte: Adaptado de Abdalla et al, 2015 (32)

Poucos trabalhos na literatura avaliaram o papel da IL-27 em
infecgbes fungicas. Recentemente, Patin e colaboradores demonstraram
que IL-27 é produzida por células mieléides em resposta a Candida spp.
Camundongos deficientes do receptor de IL-27 infectados por Candida
parapsilosis apresentaram um melhor clearance do fungo acompanhado a
um aumento de IFN-y e IL-17 (59), sugerindo um importante papel da

citocina na supressao da imunidade celular.

Bedke e colaboradores demonstraram que células Tr1* humanas e
de camundongos produzem uma maior quantidade de IL-10 e s&do capazes
de suprimir a expansdo de células T antigeno especificas durante a
infeccdo por Aspergillus fumigatus in vitro e in vivo. Também verificaram
que em camundongos a diferenciacao de células Tr1 foi dependente da
presenca do receptor hidrocarboneto de arila (AhR), do fator de transcricéo
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c-Maf e de IL-27 (60).

Tendo em vista a participacdo da IL-27 no controle da resposta
inflamatoria, e trabalhos na literatura envolvendo o papel dessa citocina e
das células Tr1 na resposta contra patégenos fungicos, o presente trabalho
teve por objetivo investigar se a IL-27 e a indugédo de células Tr1 estédo
implicadas no processo de modulacdo da resposta imunoldégica na

paracoccidioidomicose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a participacao da IL-27 na infeccdo humana pelo P.

brasiliensis

2.2. Objetivos Especificos

e Quantificar a IL-27 no soro de pacientes com PCM e doadores
saudaveis.

o Verificar a presenca da IL-27 e avaliar o infiltrado celular em
biépsias de lesdes de pacientes com PCM.

e Avaliar a frequéncia de células Tr1 no sangue periférico de
pacientes com PCM e doadores saudaveis.

o Verificar se leveduras de P. brasiliensis sao capazes de
induzir a producao de IL-27 por DCs e macrofagos de doadores
saudaveis

o Verificar se DCs obtidas a partir de monécitos do sangue
periférico de doadores saudaveis e pulsadas com leveduras de P.
brasiliensis sao capazes de estimular a polarizacao de linfcitos

para o perfil Tr1.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Foram incluidas amostras de soros de pacientes com ambas as
formas da PCM atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC-UNICAMP), e de doadores saudaveis. O
diagnéstico de PCM foi estabelecido pelo achado do fungo em exame direto
ou histopatolégico e/ou sorologia. Os soros foram armazenados na
soroteca do Laboratério de Imunologia Celular e Molecular.

Cortes histolégicos de biépsias de pacientes com PCM arquivadas
no Departamento de Anatomia Patoldégica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP foram utilizados para deteccdo de IL-27 e
caracterizacao do infiltrado celular. Para a reacdo de Imunohistoquimica,
foram incluidas biépsias de linfonodos de 4 pacientes portadores da FA e
biopsias de mucosa oral de 4 pacientes com FC, obtidas com finalidade
diagnoéstica. Para a reacdo de Imunofluorescéncia, foram incluidas 6
biépsias de linfonodos de pacientes com a FA da PCM.

Para a quantificacdo e caracterizacdo das células Tr1 foram
incluidos no estudo pacientes com PCM, atendidos no Hospital das Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas (HC-UNICAMP) de margo de 2017
a marco de 2019. Foram selecionados pacientes que apresentavam a doenca
ativa (sintomas clinicos e exames laboratoriais compativeis com a doenca
em atividade), sendo recrutados antes do inicio do tratamento ou dentro do
primeiro més de tratamento. O grupo controle foi constituido de familiares
de pacientes e alunos do laboratério de pesquisa. Ambos grupos (pacientes
e controles) se enquadraram quanto aos critérios de inclusao (ndo estar em
uso de antialérgicos, anti-inflamatérios ou antibiéticos, além de nao
apresentar outras doengas inflamatorias ou infecciosas concomitantes,
doengas alérgicas, autoimunes ou neoplasias). Cada individuo foi
informado sobre sua participagao na pesquisa, assinando um termo de
consentimento poés-informacao (CAAE: 67805216.8.0000.5404), de acordo
com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNICAMP.



Para os experimentos in vitro, que envolveram a estimulagdo de
DCs e macrofagos com leveduras de P. brasiliensis e co-culturas com

linfécitos T, foi utilizado somente sangue periférico de doadores saudaveis.

O célculo do tamanho amostral, bem como os testes estatisticos
foram realizados pelo servico de Bioestatistica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Unicamp.

3.2. Quantificacao de IL-27 no soro de pacientes com PCM e

individuos saudaveis.

Para a quantificacdo da concentragéo de IL-27 no soro, sangue
periférico (9mL) de 27 pacientes portadores da forma aguda e 51 pacientes
portadores da forma crénica (23 com a forma multifocal e 28 com a forma
unifocal) da PCM atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC-UNICAMP) e de 20 doadores saudaveis foi
coletado em tubo seco. Para a obtencdo do soro, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, 720 x g em temperatura ambiente. Os soros
foram utilizados para a quantificacao de IL-27 por ELISA (DuoSet - R&D

Systems), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.3. Imunohistoquimica em biopsias de lesoes de pacientes com
PCM

Para as reac¢des de imunohistoquimica foram utilizados cortes
histologicos (5 a 7 yM de espessura) de linfonodos e mucosa oral de
pacientes com incluidos em parafina. Foi realizada a recuperacao
antigénica com Trilogy (Cell Marque) em panela a vapor, durante 45
minutos. Procedeu-se entdo ao bloqueio da peroxidase enddgena com
peréxido de hidrogénio (H202) 10v (Dinamica) durante 15 minutos, seguido
de lavagem com agua destilada e incubacdo com bloqueio de proteina

(Dako, Carpinteria, EUA) por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram
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incubadas com o anticorpo primario anti-IL-27 (Sigma), overnight, em
camara Uumida. O anticorpo primario foi diluido em solugdo de salina
tamponada com fosfato e soro albumina bovina a 2% (SST-BSA) e

dispensados sobre os cortes.

Apoés a incubagéo, as laminas foram lavadas com SST e incubadas
com um polimero contendo peroxidase (Envision, Dako, Carpinteria, EUA).
As reacdes foram reveladas pela adicdo do substrato cromégeno 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, EUA) a 0,6%,
seguida da ativacdo com perédxido de hidrogénio 30v durante 5 minutos e
coloragao nuclear com hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich Chemical) por
1 minuto. Apbés o término da reacdo, as laminas foram desidratadas,
diafanizadas e montadas com Entelan (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis,
EUA). O controle negativo consistiu em uma lamina do mesmo tecido

analisado, na qual o anticorpo primario foi substituido por SST-BSA.

As laminas de IHQ foram analisadas por microscopia otica
(Olympus, modelo CX31RTSF, Japao) para a avaliacado da composicao do
infiltrado inflamatério e da presenca de IL-27. Foram analisados trés
campos diferentes e aleatérios em cada Ilamina (aumento 400X), levando-
se em consideragdo a presenca do fungo. Para analise quantitativa
selecionou-se a area positiva para IL-27 (marrom) e os resultados foram
expressos em mm? utilizando o programa ImageJ® versdo 1.52 (NIH,
Maryland, EUA).

3.4. Imunofluorescéncia em bidpsias de lesdes de pacientes com
PCM

Para as reagdes de imunofluorescéncia cortes histologicos (5 a
7uM de espessura) de linfonodos de pacientes com PCM foram dispostos
em laminas silanizadas e passaram por recuperacao antigénica (100°C, 20

minutos) em solucdo Antigen Retrieval Buffer 1 (100X tampao citrato, pH
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6,0) (Springs Bioscience, EUA) 3:1 em &gua Milli Q para facilitar a
exposicao dos epitopos antigénicos. As lavagens para retirada da parafina
foram realizadas em tamp&o BupH Phosphate Buffered Saline Pack™
(BPBS) (0,1M fosfato de sodio, 0,15M cloreto de sodio, pH 6,8) (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Os cortes foram colocados em solug¢ao de glicina
(Promega, EUA), e em seguida foi realizado o bloqueio com albumina
sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, EUA) em tampao BPBS.

Os cortes foram incubados overnighta 4°C com anticorpo policlonal
de coelho anti-IL-27 humana (ab115671, Abcam, Reino Unido) diluido em
tampao diluente (Spring Bioscience, EUA). Em seguida os cortes foram
lavados e incubados com anticorpos de camundongo anti-CD68 humana ou
anti-CD209/DC-SIGN humana (ambos da Biolegend, EUA), por 1 hora,
para marcacao de macréfagos e células dendriticas, respectivamente.

Apébs a incubacao com os anticorpos primarios os cortes foram
lavados em BPBS e bloqueados novamente com albumina sérica bovina
(BSA). Posteriormente os cortes foram incubados com os anticorpos
secundarios anti-lg de coelho conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, EUA)
(verde) e anti-lg de camundongo conjugado a Alexa 647 (Abcam, Reino
Unido) (rosa). Para melhor caracterizacao e visualizacdo, o nucleo celular
(DNA) foi corado pelo reagente de Hoecht (Invitrogen, EUA). Para reducéo
da auto fluorescéncia, os cortes foram tratados com CuSO4 10mM diluido
em acetato de amé6nio 50mM (ph 5.0) durante 10 minutos, no escuro. Em
seguida as laminas foram lavadas e receberam meio de montagem (Dako,
EUA).

Os cortes foram examinados em microscopio confocal SP8 (Leica,
Alemanha) no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio/CNPEM).

3.5. Analise da frequéncia das células Tr1 no sangue periférico
por citometria de fluxo

Para a determinacdo da frequéncia de células Tr1 o sangue
periférico de pacientes com a forma ativa da PCM e de doadores saudaveis
foi coletado em tubos contendo heparina sodica e centrifugado sobre uma
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solucao de Ficoll-Hypaque - densidade 1,077 (Sigma, EUA) por 30 minutos,
400 x g, em temperatura ambiente. As células mononucleares foram
transferidas para um tubo falcon de 15mL, sendo submetidas a 2 lavagens
com meio RPMI 1640 (300 x g, por 10 minutos, a 4°C). Apéds as lavagens,
0 numero e a viabilidade das células foram estimados. As células foram
entao incubadas com um conjunto de anticorpos para para caracterizacao
das células Tr1 (34), a saber anti-CD4-FITC, anti-CD49b-PE, anti-LAG3-
PE-Cy7 e anti-CD45RA-PE-Cy5 (todos da Biolegend, EUA). Os anticorpos
foram diluidos em 20uL de PBS- BSA-A (PBS — Albumina Bovina Sérica
0,1% - Azida Sddica 0,5%), seguido de incubacao por 30 minutos, a 4°C,
no escuro. Apos este periodo foram adicionados 20uL de PBS-BSA-A com
posterior centrifugacao por 10 minutos a 1250 rpm a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado, as células ressuspendidas (vortex), seguidas pela adicao
de 200uL de formaldeido a 2% e analisadas em citdmetro de fluxo (FACs
Verse, BD Biosciences, EUA) com o programa FlowdJo, versédo 10 (FlowJo,
LLC, EUA).

3.6. Isolamento de células para os experimentos de cocultura e de
inducao da producao de IL-27

O sangue periférico (70 - 80mL) de doadores saudaveis foi coletado
em tubos contendo heparina sodica e as células mononucleares foram
separadas por centrifugacao em Ficoll-Hypaque. Em seguida, as CMSP
foram incubadas com beads magnéticas, para a separagdao de monécitos
(células CD14+) e linfécitos (CD3*). Mondcitos foram isolados utilizando o
sistema de selecao imunomagnética positiva MACs (CD14 MicroBeads)
conforme instrugdes do fabricante (Miltenyi Biotech, Alemanha). Em
seguida os mondcitos foram diferenciados em DCs e macr6fagos. Os
linfocitos foram isolados por kit de selegao positiva imunomagnética (CD3
MicroBeads) e utilizados para experimentos de co-cultura (item 3.10).
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3.7. Diferenciacao de mondécitos em células dendriticas (DCs) e

macroéfagos.

DCs e macréfagos foram diferenciados in vitro a partir de mondcitos
do sangue periférico de acordo com Sallusto and Lanzavecchia (29). Apés
a separacao de CMSPs e purificacdo de mondcitos (CD14*) por beads
magnéticas, como descrito no item anterior, as células CD14+* foram
incubadas em placas de 6 pocos a 37°C durante 5 dias com RPMI
suplementado adicionado das citocinas recombinantes IL-4 (rhlL-4)
(50ng/mL) e rhGM-CSF (50ng/mL) (Peprotech, EUA) para diferenciacao em
DCs, e durante 7 dias com RPMI suplementado adicionado da citocina
recombinante rhGM-CSF (50ng/mL) para diferenciacdo em macréfagos
(Peprotech, EUA). No 2° dia as culturas receberam citocinas frescas, sem
a troca do meio de cultura inicial. Apés a diferenciacao (5° dia e 7° dia), o

fendtipo celular foi confirmado por citometria de fluxo.

3.8. Cultivo e Obtencao de leveduras de P. brasiliensis

Isolados de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) foram cultivados em
meio Fava-Netto, a 36°C por 5-7 dias. Em seguida, as células
leveduriformes foram ressuspendidas em solucéao salina tamponada com
fosfato estéril (PBS) (pH 7,2) e separadas por agitacdo em voértex com
pérolas de vidro de 0,5 mm de didmetro, durante 5 min. A suspenséo celular
foi incubada a 37°C durante 15 min e o sobrenadantes recolhido. O nimero
e a viabilidade foram determinados em camara de Neubauer na presenca
de corante azul de tripan. Suspensdes contendo mais de 85% de fungos
viaveis foram utilizadas. Para o ensaio de producao de IL-27 in vitro, além
das leveduras viaveis Pb18 e Pb265, foram utilizadas leveduras Pb18
mortas pelo calor (60°C por 1h). A viabilidade das células flngicas foi

determinada pelo corante azul tripan.
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3.9. Producao de IL-27 por DCs e macrofagos estimulados com
leveduras de P. brasiliensis

Apoés diferenciagcdo (item 3.7), DCs e macréfagos foram
estimulados com leveduras de P. brasiliensis (Pb18, Pb18 morto pelo
calor ou Pb265) por 24h em estufa a 37°C e 5% CO2. O sobrenadante foi
entdo coletado e armazenado a -20°C para posterior determinacédo da
concentragdo de IL-27 pela técnica de ELISA (Duoset-R&D Systems,
Estados Unidos), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.10. Coculturas de DCs e linfocitos

Ap6és a diferenciacao a partir de mondcitos (item 3.7 ) as DCs foram
pulsadas in vitro com leveduras de P. brasiliensis por 2h na presenga ou
nao de IL-27 (rhlL27). Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e foram
adicionados linfocitos CD3+ obtidos dos mesmos doadores (item 3.6), na
proporcédo de 1 DC para 5 linfécitos, para a avaliacao da polarizagdo para
células Tr1. As coculturas foram mantidas por 5 dias em estufa, a 37°C. Os
linfécitos foram imunofenotipados por citometria de fluxo com base na

presenca de LAG3, marcador da populacao de linfécitos Tr1.
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Abstract

Interleukin-27, a cytokine of the IL-12 family, is secreted by antigen-
presenting cells such as macrophages and dendritic cells (DCs). Recent
studies suggest an anti-inflammatory role for IL-27 by inducing IL-10
producing Tr1 cells capable of inhibiting Th1 and Th17 type responses. Our
work aimed to investigate whether IL-27 and the induction of Tr1 cells are
involved in the immunomodulation of paracoccidioidomycosis, the most
prevalent systemic mycosis in Brazil. For this, we evaluated the presence
of IL-27 in serum and biopsies of patients treated at a university hospital in
Brazil by ELISA, immunohistochemistry, and immunofluorescence. The
presence of Tr1 cells (CD4*CD45RA CD49b*LAG3*) in the peripheral blood
was analyzed by flow cytometry, using specific antibodies. In vitro
experiments using peripheral blood from healthy donors were performed to
verify the competence of P. brasiliensis yeast in inducing the production of
IL-27, as well as the polarization of lymphocytes to the Tr1 phenotype. We
found that patients with the acute form of PCM present higher serum
concentrations of IL-27 and a higher percentage of Tr1 cells in the
peripheral blood when compared to patients with the chronic form of the
disease and healthy donors. The cytokine IL-27 was also detected in lesions
of PCM patients, which was associated with DCs and macrophages. P.
brasiliensis yeasts from the Pb18 virulent strain were able to induce IL-27
production by both DCs and macrophages. In agreement, we have found
that DCs pulsed with Pb 18 yeasts induce a higher frequency of Tr1
lymphocytes in vitro. The results suggest that, in addition to Th2 cells
previously described as immunosuppressive in severe forms of the disease,
IL-27 and Tr1 cells may contribute to the deficient immune response
observed in these patients.

Keywords: IL-27, Paracoccidioidomycosis, Tr1 cells, Paracoccidioides brasiliensis.
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Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is the most prevalent a systemic
mycosis in Latin America, with a great number of cases found in Brazil,
Colombia, and Venezuela (1-3). PCM, caused by the dimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides, is the major cause of mortality among systemic
mycoses in Brazil, being the eighth cause of mortality due to chronic
infectious diseases (4).

The wide spectrum of clinical manifestations of PCM is in accordance
with different patterns of the immune response. The acute form (AF),
characterized by the involvement of lymph nodes, liver, spleen, and bones
in children and young adults (5), present a deficient cellular immune
response associated with the inhibition of lymphoproliferative response,
increased production of Th2/Th9 cytokines (6-9), such as IL-4, IL-5, IL-10,
TGF-B, low levels of IFN-y and TNF-a, and polyclonal activation of B
lymphocytes with the predominant production of IgG4, IgE e IgA (3, 6, 7, 9-
12). Meanwhile, the chronic form (CF) is characterized by the presence of
mucocutaneous lesions and pulmonary involvement (5), affecting adults
over 30 years. The CF patients develop a heterogeneous response with
predominant participation of Th17/Th22 cells in addition to IFN-y, TNF-a, IL-
2 and variable amounts of IL-10 and IL-4 (6, 9, 11, 12). Patients with the
unifocal CF present milder symptoms due to a preserved Th1 response,
which allows the formation of granulomas that partially restrict fungal
replication (7, 9). The CF multifocal presents immunosuppression similar to
that described in AF patients, which contributes to the severity due to the
influence of Th2 and Th9 responses (7, 9).

An intense inflammatory response is mainly described in AF patients,
leading to a poor response to antifungal drugs and fungi dissemination to
various organs and tissues (13). Corticosteroids were successfully used as
adjunctive therapy especially in severe forms of the disease. Due to its
immunosuppressive effects, the drug helps decrease tissue damage and
exacerbated inflammatory response in patients, a response that can be
aggravated by conventional antifungal therapies (13, 14). In this context,
mechanisms of inflammatory response containment must be triggered by

the immune system in order to control the intense cellular destruction but at
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the same time optimize the antifungal response. Studies involving the
participation of regulatory T cells (Tregs) and anti-inflammatory cytokines in
PCM demonstrated that patients with active PCM, mainly in the most
disseminated forms of the disease, presents a higher production of
suppressor cytokines such as IL-10 and TGF-8, associated with a reduction
in the production of IFN-y and TNF-a (6, 7, 11, 12, 15).

It is suggested that Treg cells participate in the immunosuppression
observed in patients with active PCM since they present a greater amount
of these cells when compared to the treated individuals (16, 17). These
findings confirm the relationship between the most severe forms of the
disease and depression in the cellular immune response, determinant for
the disease progression. The immune suppression observed in some
infectious diseases was also associated with an increase in the frequency
of type 1 regulatory cells (Tr1) (18, 19). These cells are characterized by the
absence of expression of the transcription factor FOXP3 (20), expression of
CD49b and LAG3 (21), besides the secretion of large amounts of IL-10 and
TGF-B (21, 22). The immunosuppressive properties of Tr1 contribute to the
negative regulation of the immune response, maintaining the tolerance and
suppression in autoimmune diseases. Based on these characteristics, Tr1
cells have been suggested as a potential treatment for various immuno-
related disorders (23).

Cytokines of the IL-12 family as IL-12, IL-23, IL-27, and IL-35 are
heterodimeric molecules with an important function in the stimulation and
regulation of immune response (24, 25). The IL-27, composed by subunits
Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) and p28, was described as
responsible for the induction of IL-10 production and inhibition of
differentiation of Th17 (26). Thus, after the activation of macrophages and
dendritic cells by patterns recognition receptors (PRRs), the production of
IL-27 control the tissue inflammation, inhibiting the polarization of Th17 cells
and promote the development of IL-10 producing-Tr1 cells limiting tissue
destruction and inflammatory processes (26-32). IL-27 was also described
as inducing macrophages deactivation. During the infection by
Mpycobacterium tuberculosis, 1L-27 influences the effector function of

macrophages once the treatment with IL-12 and the soluble receptor to IL-
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27 (srlL-27) reduced the M. tuberculosis growth (33). The expression of IL-
27 receptor (IL-27R) on T cells was associated with the increase of
susceptibility to infection by M. tuberculosis and IL-27 receptor-deficient
mice (IL-27R/) showed a reduction on the bacterial load (34).

The anti-inflammatory role of IL-27 was also described in other
infectious disease. In the experimental model of visceral leishmaniasis, IL-
27 has been associated with susceptibility through modulation the Th1/Th17
profile (35). Patients with visceral leishmaniasis presents high serum levels
of this cytokine (36). In the experimental model of Plasmodium berghei
infection IL-27R/- mice had a higher percentage of T CD4* memory cells on
spleen and liver and an increase of IL-2, resulting in pathogen clearance
and control of the infection (37).

The few studies that have addressed the role of IL-27 on fungal
infections indicate that the control of infection is associated with reduced
production of the IL-27, while higher levels of this cytokine are related to the
development of the disease (38). In fact, IL-27 was described to suppress
the protective response to Candida parapsilosis once IL-27R7/ infected mice
had higher serum levels of pro-inflammatory cytokines, IFN-y and IL-17,
resulting in control of the infection (39). Considering the involvement of IL-
27 in suppressing cell mediated immune responses and inducing Tr1
polarization, we aimed to evaluate its role in human

paracoccidioidomycosis.

Materials and Methods

Casuistic

We included sera samples, peripheral blood and biopsies specimens
from patients with proven PCM attended at the Hospital de Clinicas of State
University of Campinas (UNICAMP). PCM diagnosis was established by
fungus detection in biological samples. The study only included PCM
patients recruited before the beginning or within the first month of treatment.
Patients in use of anti-inflammatory or antibiotics, or with concomitant

inflammatory, infectious, autoimmune diseases or cancer were excluded.
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For some experiments, we use peripheral venous blood from healthy
donors. This study was approved by the Ethics Committee of the State
University of Campinas (CAAE 67805216.8.0000.5404), all participants

wrote informed consent.

Serum IL-27

Peripheral venous blood was collected from healthy donors (controls)
and from PCM patients in clot activator tubes. The samples were
centrifuged 2500 rpm for 10 minutes at room temperature. The serum was
used for IL-27 quantification by ELISA (Duoset-R&D Systems, United

States), according to the manufacturer’s instructions.

Immunohistochemistry

Slides with histological sections of lymph nodes and oral mucosa
from PCM patients were immersed in 5% Trilogy solution (Sigma-Aldrich)
and placed in a steamer for 15 min in order to deparaffinize, hydrate, and
recover the antigens. Endogenous peroxidase was blocked with hydrogen
peroxide (H202) 10v, followed by washing with distilled water and incubating
with protein block (Dako — USA). The slides were incubated overnight with
the primary monoclonal antibody against IL-27 (ab115671, Abcam, UK) and
then washed with Phosphate Buffered Saline with bovine serum albumin
2% (PBS-BSA). The slides were incubated with a polymer containing
peroxidase (Envision, Dako — USA) and revealed by the addition of 0,6%
chromogen substrate 3,3'-diaminobenzidine (DAB) solution (Sigam-Aldrich
Chemical — USA), followed by activation with hydrogen peroxide 30v and
nuclear staining with Harris hematoxylin (Sigma-Aldrich — USA). The
sections were dehydrated, diaphanized and assembled with Entelan
(Sigma-Aldrich — USA). The sections were examined by optical microscope
(Nikon, Japan). For quantitative analysis, the IL-27 positive area (brown
stained) was selected, and the results were expressed in mm? using the
program ImageJ®.
Immunofluorescence

Histological sections of lymph nodes from 6 patients with PCM were

included in silanized slides and antigen retrieved to exposure the antigenic
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epitopes. The sections were incubated overnight at 4°C with rabbit anti-IL-
27p28 polyclonal antibody (ab115671, Abcam, UK), and then was added
anti-CD68 or anti-CD209 / DC-SIGN antibodies, produced in mice (both
from Biolegend, USA) for 1 hour. Subsequently, the cuts were incubated in
secondary antibodies conjugated to Alexa 488 (anti-rabbit, Invitrogen, USA)
(green staining) and Alexa 647 (anti-mouse, Abcam, UK) (pink staining). For
better characterization and visualization, the cell nucleus (DNA) was stained
by Hoechst reagent (Invitrogen, USA). In order to reduce the auto
fluorescence, the sections were treated with CuSOs+ 10mM diluted in
ammonium acetate buffer 50mM (ph 5) for 10 minutes in the dark. The
sections were washed and examined under confocal microscopy SP8
(Leica, Germany).

Frequency of Tr1 Cells

Peripheral blood mononuclear cells from PCM patients and healthy
were stained with a set of surface-labeling antibodies anti-human CD4-
FITC, anti-human CD49b-PE, anti-human LAG3-PE-Cy7 and anti-human
CD45RA-PE-Cy5 (all from Biolegend, USA) diluted in PBS-BSA-A (PBS —
Bovine Serum Albumin 0,1% - Sodium Azide 0,5%), followed by incubation
for 30 minutes at 4°C in the dark. After wash, 2% formaldehyde was added
and the cells were analyzed by flow cytometer (FACs Verse, BD
Biosciences, USA). The analysis was carried out using the FlowJo program,
version 10 (FlowdJo, LLC, USA).

P. brasiliensis yeast cells

Isolates of Paracoccidioides brasiliensis (Pb18 and Pb265) were
cultivated on Fava-Netto medium, at 36°C for 5-7 days and used as
previously described (40). After, yeast cells were resuspended in sterile
phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.2) and separated by Vortex agitation
with 0.5-mm-diameter glass beads, for 5 min. The cell suspension was
incubated at 37°C for 15 min and the supernatant was collected. The
number and the viability of the fungal cells were determined in a Neubauer

chamber in the presence of trypan blue dye. Suspensions containing more
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than 85% of viable fungi were used. Alternatively, P. brasiliensis yeast were
heat-killed at 60°C for 1h and used in some experiments.

Purification of CD14* and CD3* cells and differentiation of CD14+* cells
into macrophages and dendritic cells (DCs).

Monocytes (CD14+ cells) and T lymphocytes (CD3+ cells) were isolated
from PBMCs of healthy using positive immunomagnetic selection system
(MACs® - Miltenyi Biotech, Germany), according to the manufacturer’s
instructions. We obtained populations with >95% purity evaluated by flow
cytometry (data not shown). Dendritic cells (DCs) were differentiated from
monocytes (CD14+ cells) with treatment with human recombinant cytokines
IL-4 (50 ng/mL) and GM-CSF (50 ng/mL) (Biolegend) (added at day 0 and
2) for 5 days. Macrophages were differentiated from monocytes (CD14+
cells) by treatment with GM-CSF (50 ng/mL) (Biolegend) (added at day 0
and 2) for 7 days. The cells were evaluated by microscopy and flow
cytometry to confirm the differentiation (data not shown). The cells were
maintained in RPMI 1640 medium (Gibco — Thermo Fisher Scientific —
USA), supplemented with 2mM L-glutamine, inactivated fetal calf serum
(10%), 100U/mL gentamycin and 1mM sodium pyruvate (all from Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, United States).

Quantification of IL-27 production by P. brasiliensis yeasts

After differentiation, DCs and macrophages were stimulated with P.
brasiliensis yeasts cells (Pb18, Pb18 heat-killed or Pb265) and maintained
at 37°C with 5% CO2 for 24h. The cell phenotype was confirmed by flow
cytometry (supplementary figure 2 and 3, and supplementary table 1 and
2), and the supernatant was stored at —20°C until use. The production of IL-
27 by DCs and macrophages was determined in culture supernatants by
ELISA (Duoset-R&D Systems, United States), according to the

manufacturer’s instructions.

Coculture
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Monocyte-derived DCs were treated (or not) with recombinant IL-27
(rhIL27) and stimulated (or not) with P. brasiliensis yeasts cells for 2 hours.
Subsequently, the culture supernatant was removed and autologous T cells
(CD3* cells) were added (ratio 1 DC: 10 lymphocytes) and maintained for 5
days at 37°C with 5%CQO2. The cell pellet was collected and stained with
antibodies anti- CD4-FITC, CD49b-PE, LAG3-PE-Cy7 and CD45RA-PE-
Cy5 (all from Biolegend, USA).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (Jandel
Corporation). The normal distribution of quantitative variables was verified
by the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Continuous variables
with non-normal distribution were expressed as median and analyzed by
the Mann-Whitney test for comparison of two independent groups or by the
Kruskal-Wallis test for 3 or more groups, with Dunn's post test. Comparisons
between two or more continuous variables in the same group were made
by applying the Friedman test, with Dunn's post test. Results were
considered statistically significant when the probability was less than 5% (p
<0.05).

Results

Donors’ characteristics:

Table 1 shows the clinical characteristics of the study groups [patients with
PCM, acute (AF, n=9) and chronic (CF, n=12) form and healthy donors
(n=21]. Healthy donors presented an average age of 32 years old and among
patients, the average age was 11 years old for FA and 46 years old to CF.
The AF patients predominantly presented lymph nodes involvement, while
CF patients presented skin followed by lungs involvement.
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Table 1.
Clinical characteristics of study groups
Characteristics Acute Form Chronic Form Healthy
Donors
Sex (Male/Female) 5/4 8/4 7/14

Age (years, mean * SD) 11,7 +5,13 46,8 + 6,2 32,4 +£8,8

Affected organs

Lymph nodes 7 3 N/A
Lungs 2 8 N/A
Skin 2 8 N/A
Liver 2 0 N/A
Spleen 1 0 N/A

N/A: Not applicable

Sera from patients with severe of PCM have elevated levels of serum
IL-27

The concentration of IL-27 in sera of patients with acute form (AF), chronic
multifocal form (CF-MF) and chronic unifocal form (CF-UF) of PCM as well
in healthy controls (C) were evaluated by ELISA (Figure 1). A higher
concentration of IL-27 was found in patients with severe forms of PCM (AF
and CF-MF) when compared to patients with milder forms of the disease
(chronic unifocal form) and healthy donors.
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Figure 1. IL-27 concentrations in sera from patients with different
clinical forms of PCM and healthy donors. Serum from patients with
different clinical forms of PCM was used for quantification of IL-27 by ELISA.
AF: Acute form (n=29), CF-MF: Chronic Multifocal Form (n=24), FC-UF:
Chronic Unifocal Form (n=30) and C: healthy donors (n=40). The bars
represent the median. Kruskal Wallis test, with Dunn post-test. p <0.05.

IL-27 detection in lymph nodes and oral mucosa from patients with
PCM

For IL-27 detection in tissues, immunohistochemistry assay was performed
in lymph nodes and oral mucosa sections of patients with acute and chronic
forms, respectively. Figure 2 is representative of lymph node sections of
patients with AF (A and B) and oral mucosa of patients with CF of PCM (C
and D), in which the presence of IL-27+ cells (brown staining) was detected
mainly inside granulomas. The measurement of IL-27 positive area (brown
staining - E) showed a higher expression of the cytokine in lymph nodes

compared with oral mucosa.
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Figure 2. IL-27 detection in lymph node and oral mucosa biopsies of
PCM patients. Paraffin embedded tissue sections of lymph node (A and B)
and oral mucosa (C and D) lesions were immunohistochemically labeled for
IL-27 detection (brown). Quantification of IL-27 (E) positive areas in the
lesions of patients with active PCM. LN: lymph node (n=18); OM: oral
mucosa (n=15). Horizontal bars represent the median. Mann-Whitney test,
p <0.05.

Detection of IL-27 in association with antigen-presenting cells

In order to detect IL-27 as well the composition of the cell infiltrate in lymph
nodes of PCM patients we performed confocal microscopy in the biopsies
of 6 patients. We observed IL-27 in association with DCs, as well as
macrophages (Figure 3). DCs (A) and macrophages (B) were marked in
pink (Alexa 647), in addition to cytoplasmic IL-27, labelled in green (Alexa
488).
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Figure 3. Antigen presenting cells associated with IL-27 in lymph node
biopsies of PCM patients. Detection of antigen presenting cells and IL-27
in lymph nodes (n=6) of patients with PCM by confocal
immunofluorescence. In both panels, yellow arrow indicates antigen-
presenting cells in tissues (dendritic cells in panel A and macrophages in
panel B). These cells were found adjacent to IL-27 (white arrow). The nuclei

were stained with DAPI.
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The frequency of Tr1 cells is elevated in patients with the AF of PCM
After detecting the presence of IL-27 in the serum and in lesions of PCM
patients, we quantified the frequency of Tr1 cells (CD4+*CD45RA
CD49b*LAG3") by flow cytometry (Figure 4). For this, peripheral blood of 20
patients with PCM was collected, being 9 of them with AF and 12 with CF,
and 21 healthy donors. Our results showed that patients with AF presented
a higher frequency of CD4+*CD45RA CD49b*LAG3* cells when compared to
patients with CF and healthy controls. In addition, we observed that patients
with CF had a Tr1 cell frequency very similar to healthy donors.
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Figure 4. Frequency of Tr1 cells in the peripheral blood of patients with
PCM and controls. Peripheral blood were collected from patients and
healthy donors and mononuclear cells were stained with Tr1-specific
antibodies. The frequency of Tr1 positive cells were analyzed by flow
cytometry. AF: acute form (n= 9); CF: chronic form (n=12); C: healthy
controls (n=21). The horizontal bars represent the median. Kruskal Wallis

test with Dunn post-test. p <0.05.

P. brasiliensis yeast cells induce IL-27 production by macrophages
and DCs

In order to verify if yeasts of P. brasiliensis are capable of inducing IL-27
production by antigen-presenting cells, dendritic cells and macrophages
from healthy donors were stimulated with different yeast preparations
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(Pb18, Pb18 heat-killed or Pb265) for 24h. Afterward, the IL-27 production
was quantified by ELISA. We found that both dendritic cells and
macrophages produce IL-27 in the presence of viable yeasts of Pb18. The
avirulent Pb265 strain and heat killed Pb18 yeast were not capable to

induce IL-27 by these cells
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Figure 5. IL-27 production induced by P. brasiliensis yeasts. DC (A)
and macrophages (B) derived from healthy donors were stimulated for 24h
with different strains of P. brasiliensis and the supernatant was used for IL-
27 quantification by ELISA. Pb18: high virulence strain; Pb18 heat killed:
high virulence strain killed by heat; Pb265: low virulence strain; LPS:
lipopolysaccharide; US: unstimulated. The horizontal bars represent the

median. Paired t-test. p <0.05.

P. brasiliensis yeast cells induce polarization of Tr1 cells

Since we found that viable Pb18 yeast induces IL-27 production by DC and
macrophages, we verified whether yeasts of P. brasiliensis are able to
induce Tr1 polarization in vitro. For that, we performed cocultures of
lymphocytes and DCs from 11 healthy donors stimulated or not with Pb18
strain, followed by specific Tr1 immunophenotyping (CD4+*CD45RA-
CD49b*LAG3"). As seen in Figure 6, we found that the addition of Pb18 in
the cells induced the polarization to the Tr1 profile when compared to non-
stimulated cells. As expected, the addition of IL-27 also promoted Tr1

polarization.
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Figure 6. Induction of Tr1 cells by DCs stimulated with Pb18 and IL-27.
T lymphocytes from healthy controls (n=12) were co-cultured with
stimulated DCs (Pb18) or not (US) for 2h and analyzed for the Tr1
(CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+) profile by flow cytometry. The horizontal

bars represent the median. Friedman test, with Dunn post-test. p <0.05.

Discussion

Our study aimed to verify the participation of cytokine IL-27 in human
infection with Paracoccidioides brasiliensis. We initially found that patients
with the acute form of PCM had higher serum IL-27 concentrations when
compared to patients with the chronic form of the disease and healthy
controls. In addition, we detected IL-27 in lesions of patients with PCM in
both the oral mucosa and lymph nodes. It is well established that patients
with the most severe and widespread forms of PCM have suppression of
cellular immune response (6, 24, 25). In this context, the production of IL-
27 a cytokine capable of inhibiting Th1 and Th17 responses, could
contribute to the deficient antifungal response. Higher IL-27 production,
evidenced by higher serum cytokine concentrations in patients with acute
and chronic multifocal PCM could impact macrophage activation by
inhibiting Th1 response (64-66) and / or suppressing the Th17 response
(67), leading to the most severe condition of the disease. Several studies
have shown that human macrophages infected with Mycobacterium

tuberculosis are downmodulated by IL-27 that is able to inhibit TNF-a and

48



IL-12 as well as by the induction of anti-inflammatory cytokine IL-10 and
inhibition of phagosomic acidification (47-49, 53). It has also been described
that the suppressive effect of IL-27 may occur through the induction of IL-
10 producing Tr1 cells (42, 68, 69).

Thus, our next step was to verify the presence of Tr1 cells in the
peripheral blood of patients with both clinical forms of PCM and compare
them to control subjects. Our results showed that patients with AF have a
higher frequency of Tr1 cells than CF patients and healthy controls. These
findings suggest that there is a relationship between the
immunosuppressive profile found in the more severe and widespread forms
of PCM and the high frequency of Tr1 cells in peripheral blood. Moreover,
they agree with the findings of higher serum concentration and the detection
of IL-27 predominantly in lymph nodes of patients with the AF of PCM.

To investigate whether IL-27 is directly induced by the presence of
P. brasiliensis, we performed in vitro assays in which we verified the ability
of dendritic cells and macrophages to produce IL-27 when stimulated with
fungal yeast. For these experiments we tested strains Pb18 (high virulence),
Pb265 (low virulence) and heat-killed Pb18 yeasts. Viable yeasts from the
Pb18 strain were able to induce IL-27 production by both macrophages and
DCs, while low virulence strain fungi as well as heat-killed Pb18 yeasts did
not have the same effect.

These findings indicate a direct relationship between the presence of
the pathogen and active disease and the induction of IL-27 production.

Finally, coculture experiments showed that in the presence of DCs
pulsed with P. brasiliensis, lymphocytes polarized to the Tr1 regulatory
profile, like that induced by recombinant IL-27. In fact, we found an increase
in the frequency of CD4 + CD49b + LAG3 + CD45RA + cells, a phenotype
that characterizes the Tr1 population, both in the presence of fungal-pulsed
DCs and IL-27.

Our study showed a novel component of the fungus-induced
inhibitory response represented by IL-27-induced Tr1 cells. In fact, despite
their low frequency in the peripheral blood, Tr1 cells, through the production
of IL-10, could contribute to the imbalance of cellular immune response and

consequent to the worsening and spread of PCM.
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In summary, our results showed that patients with the acute form of
PCM have higher serum IL-27 concentrations and a higher percentage of
Tr1 cells when compared to patients with chronic disease form and healthy
controls. Cytokine IL-27 was also detected in lesions of patients with PCM
and in the supernatant of in vitro stimulated DCs and macrophages with
viable Pb18 yeasts. Cocultures of DCs and T lymphocytes showed the
induction of Tr1 cell polarization in the presence of P. brasiliensis yeasts.
These results indicate that IL-27-induced Tr1 cells may be one of the
mechanisms that result in the deficient immune response observed in

severe and widespread forms of the disease.
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Supplementary figure 1. Analysis of Tr1 cells by flow cytometry. (A)
dot-plot graph demonstrating the lymphocyte population gate based on size
(FSC-A) and granularity (SCC-A); (B) Selection of the CD4 + and CD45RA-
lymphocyte population; (C) Determination of the percentage of LAG-3 and
CD49b double positive cells.
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Supplementary Table 1: Monocyte differentiation in macrophages
according to the geometric mean by specifics markers.

Macrophages Monocytes
Markers | Geometric | Geometric
Mean Mean
CD68 80,5 30,4
CD80 65,5 48,4
MHC Il 12980 12539

Supplementary Table 2: Monocyte differentiation in dendritic cells
according to the geometric mean by specifics markers.

Dendritic
Cells | Monocytes |
Marker Geometric Geometric Mean
Mean
CD14 349 099
CD11c 254 %02
CD1a 182 788
MHC I 71,1 6,59
CD86 110 128
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5. DISCUSSAO

Nosso trabalho teve por objetivo verificar a participagéo da citocina
IL-27 na infec¢do humana pelo Paracoccidioides brasiliensis. Constatamos
inicialmente que pacientes com a forma aguda da PCM apresentavam
maiores concentracdes séricas de IL-27 quando comparados aos pacientes
com a forma crénica da doenca e controles saudaveis. Além disso,
detectamos IL-27 em lesdes de pacientes com PCM tanto na mucosa oral

como em linfonodos.

Esta bem estabelecido que pacientes portadores das formas mais
graves e disseminadas da PCM apresentam supressdao da resposta
imunoldgica celular (6, 24, 25). Neste contexto, a produgéo de IL-27, citocina
com capacidade de inibir as respostas Th1 e Th17, poderia contribuir para
a resposta antifungica deficitaria. Adicionalmente, a inducao da producao
de uma citocina com propriedades anti-inflamatérias teria um efeito no
restabelecimento da homeostasia do hospedeiro. Estudos em pacientes
com Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica demonstraram concentragdes
séricas elevadas de IL-27, principalmente naqueles com quadro
exacerbado (61). De maneira similar, concentracdes elevadas de IL-27 no
lavado broncoalveolar foram encontradas em pacientes asmaticos com as

formas mais graves da doenca (62).

Nossas analises histoldgicas (imunohistoquimica e
imunofluorescéncia) evidenciaram a presenca de IL-27 em associagdo com
macro6fagos e DCs. A producgéao de IL-27 por células mielbdides foi descrita
em varios estudos, como o de Pflanz et al (2002) que, a partir da andlise
de painéis de cDNA humano e de camundongos por RT-PCR, detectou
maior expressao génica das subunidades p28 e EBI3, que compdéem a
molécula completa da IL-27, principalmente em mondcitos e células

dedriticas derivadas de monécitos (63).

Uma maior produgéo de IL-27, evidenciada por concentragdes séricas
mais elevadas da citocina em pacientes com a forma aguda e a forma

cronica multifocal da PCM poderia ter impacto na ativacao de macréfagos

56



pela inibicdo da resposta Th1 (64-66) e/ou na supressao da resposta Th17
(67), levando a condicdo mais grave da doenca. Varios estudos mostraram
que macréfagos humanos infectados com Mycobacterium tuberculosis tém
sua resposta modulada negativamente pela IL-27. A acao da IL-27 ocorre
a partir da supressao de TNF-a e IL-12, citocinas necessarias para ativagao
de macréfagos, assim como para inducao da producéo de citocinas anti-
inflamatérias e inibicdo da acidificacao fagossémica (47-49, 53). Baseado
nesses achados, Abdalla et al (2015) analisaram e comprovaram o papel
imunossupressor da IL-27 sobre a resposta efetora de macréfagos
infectados com M. tuberculosis em experimentos nos quais neutralizaram

a citocina pelo tratamento com receptor soluvel de IL-12 e IL-27 (srlL-27).

Além dos mecanismos acima descritos, por meio da inducéo
coordenada do fator de transcricdo c-Maf, da produgcdo de IL-21 e do
coestimulador ICOS, a IL-27 atua também induzindo células Tr1 produtoras
de IL-10 (42, 68-70). Quando ativadas, essas células secretam IL-10, que
limita a intensidade das respostas imunolégicas mediante a inibicdo da
expressdao de moléculas de MHC-Il, moléculas coestimulatérias e da
producgéo de citocinas pro-inflamatérias produzidas por APCs, diminuindo
assim a resposta de células T efetoras (34, 71).

Desta forma, nosso préximo passo foi verificar a presencga de células
Tr1 no sangue periférico de pacientes com ambas formas clinicas da PCM
e compara-los aos individuos controles. Nossos resultados mostraram que
pacientes com FA apresentam maior frequéncia de células Tr1 quando
comparados a pacientes com FC e controles saudaveis. Observamos
também uma frequéncia similar entre pacientes portadores da FC e
controles saudaveis. Esses achados sugerem haver uma relagao entre o
perfil imunossupressor encontrado nas formas mais graves e disseminadas
da PCM e a frequéncia elevada de células com perfil Tr1 no sangue
periférico. Além disso estdo de acordo com os achados de maiores
concentracdes séricas e locais de IL-27.

Para investigar se a IL-27 é induzida diretamente pela presencga do

P. brasiliensis, realizamos ensaios in vitro no qual verificamos a capacidade
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de células dendriticas e macré6fagos em produzir IL-27 quando estimulados
com leveduras do fungo. Para estes experimentos testamos leveduras das
cepas Pb18 (alta viruléncia), Pb265 (baixa viruléncia) e leveduras Pb18
mortas pelo calor. Leveduras viaveis da cepa Pb18 foram capazes de
induzir a producgéao de IL-27 tanto por macréfagos como por DCs, enquanto
fungos da cepa de baixa viruléncia, bem como leveduras Pb18 mortas pelo

calor nao tiveram o mesmo efeito.

Esses achados indicam haver uma relagdo direta entre a presenga
do patégeno que caracteriza a doenga em atividade e a indugdo da
producgéo da IL-27.

Por fim, para verificar se leveduras de P. brasiliensis eram capazes
de induzir a polarizagdo de células Tr1 realizamos experimentos de
cocultura nos quais células dendriticas de doadores saudaveis foram
pulsadas com cepa virulenta de P. brasiliensis e cultivadas com linfécitos
autdélogos. Nossos achados mostraram que na presencga de P. brasiliensis,
os linfocitos polarizaram para o perfil regulatério Tr1, semelhante ao
induzido pela IL-27 recombinante. Por meio de ensaios de citometria de
fluxo verificamos um aumento da frequéncia de células
CD4+CD49b*LAG3+*CD45RA", fenédtipo que caracteriza a populagdo Tr1,
tanto na presenca de DCs pulsadas com o fungo como de IL-27. Os
resultados obtidos nos ensaios de cocultura estdo de acordo com os
achados ex vivo de uma maior frequéncia de células Tr1* em pacientes com
a FA da PCM, sugerindo que esse subtipo celular contribui com o estado

de imunossupressao que caracteriza esta forma da doenca.

Varios estudos avaliaram o papel das células T reguladoras
classicas (Foxp3*) nas respostas de defesa ao P. brasiliensis tanto doenga
humana (23, 72) como nos modelos experimentais (73-76). Em especial na
PCM humana, os mecanismos envolvidos na imunossupressao observada
principalmente nas formas mais graves e disseminadas da doenga tém sido
relacionados a produgcdo de citocinas supressoras como a IL-10 (16).
Pacientes com PCM ativa apresentam um numero elevado de células Treg
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no sangue periférico, quando comparados a individuos tratados e controles
saudaveis (24, 25). Além disso, essas células T reguladoras apresentam
expressdo elevada da molécula CTLA-4 indicando sua participagdo na
supressao da resposta imunoldgica observada na doencga (24).

Além da resposta mediada por Treg, varios estudos mostraram
que pacientes portadores da FA apresentam um perfil de resposta Th2 com
uma maior producao de IL-4, IL-5 e IL-10, confirmando a presenga de um
ambiente supressor nessa forma da doenca (14). Neste contexto, os
resultados do presente trabalho mostraram um novo componente da
resposta inibitéria induzida pelo fungo representado pelas células Tr1
induzidas por IL-27. De fato, apesar de sua baixa frequéncia no sangue
periférico as células Tr1, por meio da producao de IL-10 poderiam contribuir
para o desequilibrio da resposta imune celular e, consequente, para o

agravamento e a disseminac¢ao da PCM.

Em resumo nossos resultados mostraram que pacientes com a
forma aguda da PCM apresentam maiores concentragdes séricas de IL-27
e uma maior porcentagem de células Tr1 quando comparados aos
pacientes com a forma crénica da doenca e controles saudaveis. A citocina
IL-27 também foi detectada em lesdes de pacientes com PCM e no
sobrenadante de DCs e macréfagos estimulados in vitro com leveduras
viaveis de Pb18. Coculturas de DCs e linfocitos T mostraram a inducao da
polarizacdo de células Tr1 na presenca de leveduras de P. brasiliensis.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que células Tr1 induzidas por IL-27
podem constituir um dos mecanismos que resultam na resposta
imunoldgica deficitaria observada nas formas graves e disseminadas da

doenca.
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7. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism (Jandel Corporation). Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk foram utilizados para avaliagdo da normalidade dos dados. As
variaveis continuas que apresentaram distribuicio ndo normal foram
expressas em mediana e analisadas pelo teste de Mann-Whitney para
comparacao de dois grupos independentes ou pelo teste Kruskal-Wallis
para 3 ou mais grupos, com pés-teste de Dunn. As comparacoes entre duas
ou mais variaveis continuas no mesmo grupo foram feitas aplicando-se o
teste de Friedman, com pés-teste de Dunn. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi

menor que 5% (p<0,05).
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9. ANEXO
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Apresentacao do Projeto:

“As citocinas da familia da IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35) vém sendo amplamente estudadas, uma vez
que participam de varios processos patolégicos como autoimunidade, inflamagao e cancer. A IL-12 e a IL-23
compartilham a subunidade p40 e tem atividade proinflamatdria, enquanto que IL-27 e IL35 compartilham a
subunidade EBI3 e tem atividade anti- inflamatdria. A IL-27, composta pelas subunidades p28 e EBI3 é
secretada por células apresentadoras de antigenos, como células dendriticas (DCs) e macréfagos, e tem
seus receptores (IL-27R) expressos em diversos tipos celulares, dentre eles células T naive. Inicialmente
descrita como proinflamatéria, estudos recentes apontam o papel anti-inflamatério da IL-27, através da
indugdo da produgdo de IL-10 em células T regulatérias do tipo 1 (Tr1), que inibe as respostas Th1 e Th17.
Varios estudos abordaram a participagdo da IL-27 em doengas provocadas por fungos (Candida
parapsilosis), bactérias (Mycobacterium tuberculosis) e protozoarios (Plasmodium e Leishmania). A
paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides spp, € uma das principais
micoses sistémicas endémicas da América Latina acometendo individuos imunocompetentes. Dados da
literatura apontam que uma resposta imune celular efetiva, com participagédo das células Th1 conferem
protecdo na doenga. Dados prévios de nosso grupo mostram que pacientes com formas graves e
disseminadas de PCM apresentam concentragdes
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séricas elevadas de |IL-27 em comparagédo aos controles. Células dendriticas atuam na interface da resposta
imune inata e adaptativa, pois ativam células T naive, determinando o balango dos perfis Th1, Th2, Th17 e
Treg, tendo papel essencial na imunopatologia da PCM. Nosso trabalho tem como objetivo caracterizar a
resposta mediada por IL-27 na infecgdo pelo fungo P. brasiliensis, utilizando células dendriticas humanas
cultivadas in vitro com leveduras fungicas e em biopsia de pacientes como PCM, tendo em vista a
identificacdo de mecanismos regulatérios que poderiam colaborar com a gravidade da doenga”.

Objetivo da Pesquisa:
Caracterizar alguns aspectos da resposta imunolégica mediada pela citocina IL-27 na infecgéo pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os ricos e/ou desconfortos associados aos procedimentos da pesquisa sdo dor e/ou a possibilidade
de causar pequenas manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue (pung¢ado venosa). Foram
identificados, ainda, riscos associados a confidencialidade (sigilo da identidade do participante). Os
pesquisadores informam o compromisso de preservar a identidade dos participantes.

Beneficios: Ndo ha beneficios diretos aos participantes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de mestrado da pés-graduanda Livia Moreira Genaro,
com orientacdo do Profa. Dra. Maria Heloisa S. L. Blotta (pesquisadora responsavel). Nesta pesquisa,
pretende-se caracterizar alguns aspectos da resposta imunolégica mediada pela citocina IL-27 na infecgédo
pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis.

Pretende-se incluir no estudo 70 participantes. Cinquenta participantes constituidos por 30 controles
(comunidade universitaria e parentes) e 20 casos, pacientes com paracoccidiodomicose em
acompanhamento no Ambulatério de Moléstias Infecciosas do HC-Unicamp; todos quais serdao submetidos a
colheita de sangue periférico. Os outros 20 participantes serdo constituidos por blocos de bidpsias da
colecédo do Departamento de Anatomia Patolégica de pacientes que ndo estdo mais em acompanhamento.
A colheita de sangue dos pacientes sera realizada no Ambulatério de Moléstias Infecciosas apés a consulta
e a colheita de sangue dos participantes
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controle sera realizada no servigco de coleta da Divisdo de Patologia Clinica para os individuos do grupo
controle.

Os ricos e/ou desconfortos associados aos procedimentos da pesquisa sdo a possibilidade de dor e/ou
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue (pungdo venosa) e riscos associados a
confidencialidade (sigilo da identidade do participante). Os pesquisadores informam o compromisso de
preservar a identidade dos participantes.

Solicita-se dispensa do TCLE para a inclusdo dos participantes cujas amostras serdo obtidas na colegao de
blocos do Departamento de Anatomia Patolégica. Justifica-se a solicitagdo com o argumento: “Esclarecemos
que as bidpsias que compde o material de estudo deste trabalho foram obtidas da colegéo do Blocario de

Anatomia Patolégica do HC Unicamp, sé@o antigas e os pacientes ndo estdo mais em acompanhamento.

Para tanto, solicitamos a dispensa do uso do TCLE, exclusivamente, para estas amostras, pois ndo é mais
possivel contatar os pacientes para a obtengdo do consentimento assinado. Serdo utilizadas bidpsias de 20
pacientes com paracoccidioidomicose, sendo 10 com a forma aguda (linfonodos) e 10 com a forma crénica
(mucosa oral e/ou pele) da doenga. Em anexo enviamos o documento de Dispensa do TCLE assinado pela
Profa. Dra. Albina Altemani, responsavel pelo banco de tecidos do servico de Anatomia Patolégica do HC-
UNICAMP”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Maria Heloisa S. L. Blotta e por Antdnio
Gongalves de Oliveira Filho, Coordenador de Assisténcia do Hospital de Clinicas da Unicamp, instituicdo
indicada como proponente.

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido.

3. Formulario da Plataforma Brasil com as informagdes basicas sobre o projeto.

4. Projeto completo.

5. Atestado de matricula da pesquisadora responsavel.

6. Carta com respostas ao parecer consubstanciado 2.082.678 de 25 de maio de 2017.

7. Regulamento de biorrepositério.

Recomendacgoes:
1. No caso da versao final impressa do TCLE ter duas ou mais folhas, o participante ou o representante
legal pelo participante, bem como o pesquisador responsavel deverdo rubricar todas
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as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na ultima pagina do referido termo (Carta Circular no
003/2011/CONEP/CNS).

2. TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou por seu
representante legal e uma arquivada pelo pesquisador.

3. Observar que o inicio do estudo somente podera ser realizado apés aprovagao pelo CEP, conforme
compromisso do pesquisador com a resolugdo 466/12 CNS/MS.

4. Ao pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatérios
parciais e final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto (resolugcdo 466/12).

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O projeto de pesquisa foi modificado e as questdes levantadas pelo CEP no parecer consubstanciado
2.082.678 de 25 de maio de 2017 foram respondidas satisfatoriamente. Ndo ha pendéncias ou
inadequacgoes.

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 penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

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

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

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

-Lembramos que segundo a Resolugao 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 apdés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 822547.pdf 16:49:33
Outros Carta.pdf 06/06/2017 |LIVIA MOREIRA Aceito

16:45:22 | GENARO
Outros Dispensa.pdf 06/06/2017 |LIVIA MOREIRA Aceito
16:45:05 | GENARO
Declaragéo de Biorrepositorio.pdf 06/06/2017 |LIVIA MOREIRA Aceito
Manuseio Material 16:41:10 |GENARO
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 06/06/2017 |LIVIA MOREIRA Aceito
Assentimento / 16:40:52 |GENARO
Justificativa de
Auséncia
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16:24:44 | Cavalcante Barros

Declaragéo de PESQUISADOR_RESP.pdf 12/04/2017 |Carlos Eduardo Aceito
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