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“Assim como o ramo ndo pode produzir frutos por si proprio se nao tiver unido a
videira, da mesma maneira vocés ndo podem se ndo estiverem unidos a mim. Eu
sou a videira, vocés os ramos. Quem estd em mim e eu nele, esse da fruto

abundante, porque sem mim nada podem fazer”. (Joao 15: 4-5)

“O meu mandamento € este: Que vocés amem uns aos outros, assim como eu amei
vocés. Ninguém possui amor maior do que este, que alguém dé a sua vida pelos
seus amigos. Vocés mostram que sao meus amigos quando fazem o que eu mando.
N&o chamo a vocés de servos, porgue 0s servos ndao sabem o que faz o seu senhor,
mas eu chamo de amigos, porque tudo que ouvi de meu pai contei a vocés. Nao
foram vocés que me escolheram, mas eu vos escolhi, e 0s nomeei para que vao e

deem fruto, e o seu fruto permanecga. (Jodo 15:12-16)
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RESUMO

Souza, F.M. Papel de Blimp-1 na resposta imunoldgica ao Paracoccidioides
brasiliensis. 2023. 92 p. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

Introducdo: Respostas Th2/Th9 estdo associadas a susceptibilidade a PCM,
enquanto respostas Th1l/Thl7 a resisténcia. Nos ultimos anos muitos grupos de
pesquisa, focaram no entendimento do papel de Blimp-1 em diferentes contextos, com
intuito de promover esse fator de transcricéo a potencial candidato a alvo terapéutico.
Nosso grupo, com O mesmo interesse mostrou sua importancia no controle da
inflamacéo alérgica e na limitacdo de respostas Th1l no modelo de infeccdo causada
pelo Trypanosoma cruzi. Pensando nisso, consideramos entender como é o controle
exercido por esse fator de transcricdo durante a PCM experimental. Objetivo:
Determinar o papel do fator de transcricdo Blimp-1 na regulagdo da resposta imune
durante a infecgdo sistémica pelo fungo P. brasiliensis. Métodos e Resultados: Os
camundongos machos Blimp-1 7 CD4 ©* (Blimp-1CKO) e Blimp-1 7f CD4 €re- (WT)
foram infectados por via intravenosa com 1x10° leveduras viaveis da cepa virulenta de
P. brasiliensis (Pb18). Durante a PCM experimental (7, 15 e 30 dias de infeccéo - pi),
esses animais foram avaliados quanto a carga fungica, desenvolvimento e aspectos
da inflamacédo granulomatosa e fenotipagem de leucdcitos nos pulmdes. A auséncia
de Blimp-1 resultou na reducdo de Pb18 vidveis nos pulmdes a partir da primeira
semana de infec¢do, essa reducao se manteve até a quarta semana de infeccdo. Apés
30 p.i, corroborando com esse dado, observamos drastica reducao da quantidade de
estruturas fungicas nas laminas de pulmdes provenientes de camundongos Blimp-
1CKO, em especial do foco granulomatoso. Em relagcdo a inducdo da resposta
inflamatoria, apés 15 pi, detectamos que o grupo Blimp-1CKO apresentou um infiltrado
de células mononucleares mais intenso, onde observou-se alteracfes na arquitetura
pulmonar associadas a reducdo do espacgo aéreo. Identificamos e mensuramos as
populacdes celulares presentes nesse mesmo tempo de infecgéo, e comparado com
os controles, camundongos Blimp-1CKO apresentaram acumulo de células T CD4*
IFN-y* e y&* IL-17* nos pulmdes, células sabidamente implicadas no controle da

replicagdo fungica. Isso refletiu na redugcdo do acumulo e ativacdo de células
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fagociticas (cDCs2, MoDCs/ M¢ intersticiais e M¢ alveolares transicionais), células
importantes para eliminacdo do fungo. Interessantemente, apdés 30 pi, a andlise
histopatoldgica revelou espaco aéreo preservado com a presenca de leve infiltrado
inflamatorio misto e multifocal nas regides peribronvasculares nos pulmdes de animais
Blimp-1CKO. Nesses animais houve ainda reducdo da intensidade da deposicao de
colageno do tipo | e IlI.

Conclusao: Coletivamente, esses dados demonstram que Blimp-1 favorece a
progresséo da infec¢do fungica causada pelo P. brasiliensis ao reduzir o acumulo de
células importantes para o controle da replicacéo fungica no local da infeccao.

Apoio financeiro: FAPESP, CRID, CNPQ e CAPES.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Paracoccidioidomicose experimental,

Fator de transcricdo, Blimp-1, Infec¢do fungica, Micose sistémica.
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ABSTRACT

Souza, F.M. Role of Blimp-1 in the immunological response to
Paracoccidioides brasiliensis. 2023. 92 p. Doctoral thesis. Faculty of Medicine of

Ribeirdo Preto, University of Sado Paulo, Ribeirdo Preto.

Introduction: Th2/Th9 responses are associated with susceptibility to PCM, while
Th1/Th1l7 responses with resistance. In recent years, many research groups have
focused on understanding the role of Blimp-1 in different contexts, with the aim of
promoting this transcription factor as a potential candidate for therapeutic target. Our
group, with the same interest, showed its importance in controlling allergic
inflammation and limiting Thl responses in the infection model caused by
Trypanosoma cruzi. With this in mind, we consider understanding the control exerted
by this transcription factor during experimental PCM.

Aim: To determine the role of the transcription factor Blimp-1 in regulating the immune
response during systemic infection by the fungus P. brasiliensis. Methods and
Results: Male Blimp-1 7f CD4 ¢¢* (Blimp-1CKO) and Blimp-1 7 CD4 €'¢ (WT) mice
were intravenously infected with 1x10° viable yeast of the virulent strain of P.
brasiliensis (Pb18). During the experimental PCM (7, 15 and 30 days post-infection -
pi), these animals were evaluated for fungal load, development and aspects of
granulomatous inflammation and phenotyping of leukocytes in the lungs. The absence
of Blimp-1 resulted in a reduction of viable Pb18 in the lungs from the first week of
infection, this reduction remained until the fourth week of infection. After 30 p.i.,
corroborating this data, we observed a drastic reduction in the amount of fungal
structures in lung slides from Blimp-1CKO mice, especially in the granulomatous focus.
Regarding the induction of the inflammatory response, after 15 pi, we detected that the
Blimp-1CKO group presented a more intense mononuclear cell infiltrate, where
changes in lung architecture associated with a reduction in air space were observed.
We identified and measured the cell populations present at the same time of infection,
and compared to controls, Blimp-1CKO mice showed accumulation of CD4* IFN-y* and
yo* IL-17* T cells in the lungs, cells known to be involved in the control of fungal
replication. This was reflected in the reduction in the accumulation and activation of

phagocytic cells (cDCs2, interstital MoDCs/ M¢ and transitional alveolar M¢),

Xl



Souza , F.M. Abstract

important cells for eliminating the fungus. Interestingly, after 30 pi, histopathological
analysis revealed preserved air space with the presence of mild mixed and multifocal
inflammatory infiltrate in the peribronvascular regions in the lungs of Blimp-1CKO
animals. In these animals, there was also a reduction in the intensity of the marking of
type | and Ill collagen deposition.

Conclusion: Collectively, these data demonstrate that Blimp-1 favors the progression
of fungal infection caused by P. brasiliensis by reducing the accumulation of cells
important for controlling fungal replication at the site of infection.

Financial support: FAPESP, CRID, CNPQ e CAPES.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Experimental paracoccidioidomycosis,

Transcription factor, Blimp-1, Fungal infection, Systemic mycosis.
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LSD1 Histone lysine demethylase, H3K4 and H3K9

LPS: Lipopolissacarideo

M1: perfil de macrofago ativado classicamente

M2: perfil de macrofago ativado alternativamente

MOI: do inglés, “Multiplicity of Infection”

NLR: Receptor do tipo NOD

NLRP: do inglés “NLR family, pyrin domain containing”
NLRP3: do inglés “NLR family, pyrin domain containing 3”
NLRC4: do inglés “NLR family, card domain containing 4”

NOD: Dominio de oligomeriza¢do nuclear



Souza F.M. Lista de Abreviaturas e Siglas
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1. INTRODUGAO

1.1. Paracoccidioidomicose: dados epidemioldgicos, transmisséo,

manifestacdes clinicas, diagndéstico e tratamento.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica granulomatosa,
descrita inicialmente em 1908 no Brasil por Adolpho Lutz, causada pelo fungo
dimoérfico Paracoccidioides sp. O género Paracoccidioides engloba cinco espécies
de fungos: P. brasiliensis sensu stricto Sla S1b (predominantemente isolado do
Sudeste e Sul do Brasil, Argentina e Paraguai), P. americana ou PS2 (isolado do
Brasil e Venezuela), P. restrepiensis ou PS3 (isolado da Colémbia) e P.
venezuelensis ou PS4 (aparentemente restrito a Venezuela) - e a espécie P. lutzii
que compreende uma Unica espécie, e € predominantemente distribuida nas regides
da Amazonia e Centro-Oeste do Brasil e Equador (Figura 1) (MARTINEZ, 2017;
SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2017; TABORDA; TRAVASSOS; BENARD, 2021;
BURGER, 2021).
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Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies de Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii. PS2; PS3; PS4; Sla e Slb: espécies filogenéticas de Paracoccidioides
brasiliensis; PI: Paracoccidioides lutzii (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A PCM é uma doenca negligenciada e a notificacdo de novos casos néo é
compulséria, o que prejudica o conhecimento dos dados exatos da incidéncia da
doenca. Os célculos de prevaléncia dessa micose sao estimados com base nos
relatos de inquéritos epidemioldgicos, série de casos, dados de internacdo e de
mortalidade (MARTINEZ, 2017). Estima-se que ha aproximadamente 10 milhdes de
pessoas na América Latina infectadas com o P. brasiliensis, que é endémica em
paises como Venezuela, Coldmbia, Equador, Argentina e Brasil, que abrange 80%
dos casos (MARTINEZ, 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). No Brasil, entre os
anos de 1996-2006, a PCM correspondeu aproximadamente 51% dos 3.583 o6bitos
ocasionados por micoses sistémicas. Nesse periodo, os estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul registraram as maiores
taxas de mortalidade (PRADO et al., 2009).

O dimorfismo térmico € wuma das principais caracteristicas do
Paracoccidioides que apresenta a forma micelial de aspecto cotonoso
esbranquicado. Microscopicamente, observa-se filamentos hialinos, finos e
septados, quando cultivado a temperatura de 25 - 27 °C. Os conidios de P.
brasiliensis e P. lutzii possuem forma de chapéu bicorne e barril, porém o P. lutzii
produz conidios mais alongados. Nos tecidos do hospedeiro ou quando cultivado
entre 35 - 37 °C, o Paracoccidioides cresce na forma de levedura. Em cultura, a fase
leveduriforme macroscopicamente apresenta coldnias moles, enrugadas e de cor
creme. Essas col6nias sdo compostas por células de diferentes tamanhos (4 a 30
pum) usualmente ovais, esféricas ou elipticas, com paredes duplas birrefringentes e
citoplasma com goticulas lipidicas proeminentes. A esporulacdo dessas células
resulta em multiplos brotamentos cujo formato é irregular e o tamanho variavel
(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; SIQUEIRA et al., 2016; MENDES et
al.,, 2017; BURGER, 2021). Nao ha diferencas significantes entre a as células-maes
da forma leveduriforme de P. brasiliensis e P. lutzii, porém os brotamentos de
células-filhas de P. lutzii sdo homogéneos no aspecto morfométrico, globosos a
cilindro-clavados, tornando-se posteriormente clavado/globoso com didmetro 1 a 16

pm, enquanto as ceélulas-filhas de P. brasiliensis sdo heterogéneas sendo
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semelhantes ao do P. lutzii ou eliptico-clavado, tornando-se posteriormente
cilindrica-eliptica com didmetro 1 a 16 um (Figura 2) (SIQUEIRA et al., 2016).

Figura 2. Paracoccidioides ssp. Imagens obtidas por micrografia (A-B) e microscopia eletrénica de
varredura (C-D) das formas leveduriformes de P.brasiliensis (A,C) e P. lutzii (B,D). Figura adaptada
de BOCCA et al., 2013.

O principal fator de risco associado a aquisicdo da infecgcao pelo
Paracoccidioides sao atividades relacionadas a exposi¢gao continua e intensa com o
solo como por exemplo os trabalhadores ou ex-trabalhadores rurais (agricultura),
preparo do solo, jardinagem e transporte de produtos vegetais (MENDES et al., 2017;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). O isolamento do Paracoccidioides em amostras de
solo na Venezuela, Argentina e Brasil reforcam a hipotese de que o solo € o habitat
natural desse patégeno (FRANCO et al., 2000) .

A complexa interagdo entre variaveis do hospedeiro, no qual o background
genético do hospedeiro esta diretamente ligado a natureza da resposta imunolégica,
viruléncia fungica e condigdes ambientais dita se a infeccdo evolui para o
desenvolvimento de sintomatologia (FRANCO, 1986).

Alguns fatores de risco associados a progressdo da doenga incluem o
background genético do hospedeiro, consumo de alcool e fumo. Em criancas, ambos
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0s sexos sao igualmente afetados pela doenga, porém apds a puberdade, a doenga
predomina no sexo masculino (75-95% dos pacientes sdo homens), devido a prote¢ao
conferida pelo estrogénio que inibe ou dificulta a transformagdo de conidios e
fragmentos de micélio na forma leveduriforme patogénica, com idade entre 30-60
anos. Nesses casos, a infec¢gdo acontece nas primeiras duas décadas de vida, 10-20
anos de idade e as manifestagdes clinicas sédo resultantes da reativacdo de um foco
latente (FRANCO et al., 1987; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A infeccdo causada pelo P. brasiliensis € adquirida usualmente por via
respiratoria apos inalagdo de conidios fungicos suspensos no ar. No parénquima
pulmonar, esse patdgeno pode ser eliminado por células fagociticas ou se multiplicar
desencadeando a lesdo de inoculagdo primaria ou foco de infecgdo. A partir do foco
de infeccdo, o fungo se dissemina pelo sistema linfatico para os linfonodos
peritraqueais e peribrénquicos, localizado no hilo pulmonar, desencadeando uma
leséo linfatica satélite que juntamente com o foco de lesdo de inoculagdo primaria
forma o complexo primario. Nesse momento, a disseminagdo hematogénica pode
acontecer com o estabelecimento de lesées em diferentes 6rgaos ( como: baco,
figado, linfonodo e medula dssea) — foco metastatico. (Figura 3) (FRANCO et al.,
1987; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

O desenvolvimento de respostas imunes protetoras (que sera especificada
mais adiante) impede a evolugéo da infec¢ao a nivel de complexo primario e eventuais
metastases (Figura 3). Nesse caso, ha formagao de estruturas granulomatosas
estéreis ou contendo poucos fungos viaveis (foco latente). Nesses individuos, o
desenvolvimento de respostas imunes especificas € detectado por meio do teste
intradérmico com paracoccidiodina (FRANCO et al., 1987; MENDES et al., 2017).

A progressao para doenga pode se manifestar: i) devido a reativagdo de um
foco latente (a partir do complexo primario), processo denominado como reativacao
enddgena, ii) quando ha reinfeccdo exdgena apds uma infecgdo prévia, ou iii)
imediatamente apds infecgao, sem periodo de laténcia, devido a falhas na resposta
imunolégica do hospedeiro. Nesse ultimo caso, o fungo se multiplica e ocorre
disseminagao por via linfatica e hematogénica para multiplos érgaos e sistemas
(Figura 3) (FRANCO et al., 1987; MENDES et al., 2017).
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Figura 3. Paracoccioidomicose: histéria natural e formas clinicas. Adaptada de FRANCO et al.,

1987).

As manifestagfes clinicas classicas da

PCM sédo enquadradas na forma

aguda ou crdnica. A forma aguda representa 3-5% dos casos, sendo a maioria

criangas e adultos jovens de ambos os sexos. A apresentacao clinica é caracterizada

por curto periodo de incubacao (semanas a meses) sendo a doenca frequentemente

disseminada e progressiva incluindo sintomas como febre, linfo-, hepato- e

esplenomegalia além de comprometimento da pele, ossos e articulagdes (Figura 4).
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O comprometimento de mucosas e das vias respiratorias sdo incomuns. Esses
pacientes apresentam altos titulos de anticorpos especificos e anergia ao teste
intradérmico com paracoccidiodina. Histologicamente, a lesdo granulomatosa
desses pacientes apresentam inflamacdo ndo especifica com perda do padréo
granulomatoso. Ha presenca de muitas leveduras na lesdo, com a presenca de
multiplos brotamentos (FRANCO, 1986; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993; MARTINEZ, 2017; MENDES et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma crénica ou forma adulta abrange mais de 90% dos pacientes, sendo
na maioria homens. A forma cronica progride a partir de um foco latente, esse
processo pode levar meses a anos, e acomete principalmente os pulmdes,
ocasionando dispneia e tosse produtiva. Lesdes nas mucosas do trato digestivo e a
pele também s&o reportadas (Figura 5). A reativacdo das lesdes latentes ou
quiescentes pode ser ocorrer devido alguns fatores como: idade, casos de
imunossupressao ou comorbidades. Nesses pacientes ha baixos niveis de titulos de
anticorpos especificos e reacao positiva ao teste intradérmico com paracoccidiodina.
Histologicamente, o granuloma desses pacientes é compacto, composto por células
epitelidides e gigantécitos contendo poucas leveduras vivas que estao cercadas por
um halo espesso de linfécitos (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993;
MARTINEZ, 2017; MENDES et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017,
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A doenca pode progredir para cura ou morte. O processo de cura é associado
com a formacdao de cicatrizes nos 6rgdos afetados que tem como sequela o enfisema
e a fibrose (MENDES et al., 2017).
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Figura 4. Pacientes com a forma aguda da PCM. (A) Abcessos na regido frontal e clavicular. (B)
Lesao linfatica abscedada. (C) Linfoadenomegalia inguinal. (D) Acometimento linfatico-abdominal com
ascite e hepato-esplenomegalia. PCM: Paracoccidioidomicose. Adaptado de SHIKANAI-YASUDA et
al., 2005.

Figura 5. Aspectos clinicos da PCM crénica. (A) Lesbes ulcerativas papulonodulares na face. (B)
Comprometimento perioral e mentoniano. (C) Linfonodos cervicais e submandibulares fistulizados. (D)
Lesdo vegetante com bordas irregulares em regido peri-anal. PCM: Paracoccidioidomicose. Adaptado
de SHIKANAI-YASUDA et al., 2005.

A resposta inflamatéria granulomatosa é um processo caracteristico da PCM
e € marcada pela presenca de linfocitos, plasmécitos, eosinofilos, macrofagos e
neutréfilos. Em bidpsias humanas, essa lesdo € caracterizada por reacodes
supurativas e granulomatosas (inflamacdo granulomatosa mista). Nas reacdes
supurativas ha focos de infiltrado inflamatorio polimoérfico, em grande parte
constituida por neutréfilos que circundam o parasita, formando microabcessos bem
delimitados (zonas supurativas). Ja as estruturas granulomatosas sao constituidas
por células mononucleares fagociticas que cercam 0s microabcessos (zona
granulomatosa). Nesse processo, ha ainda tecido de granulagdo rico em vasos
sanguineos, e intenso infiltrado de linfocitos , histiécitos e plasmécitos. Nessa leséo,
o P.brasiliensis encontra-se livre nos tecidos (soltos ou agrupados) ou no citoplasma
de células gigantes, alguns com brotamentos multiplos ou em fileiras (URIBE et al.,
1987).

A sequéncia desse processo se dispde conforme o0s seguintes estagios: i)
estagio neutrofilico ou mondcito- neutrofilico, resposta inicial (2-3 dias) com
predominio de neutrofilos e a presenca de linfocitos e macrofagos, i) fase pré-
granulomatosa (7-10 dias), nesta fase ocorre aumento no fluxo de linfécitos e
macroéfagos, iii) periodo granulomatoso, com formag&o de granulomas epitelidides
compactos. Presenca de células gigantes e epitelidides, e fibroblastos e fibras
colagenas do tipo | e lll e, iv) estagio crbnico com aumento de granulomas
compactos, poucos fungos e aumento do grau de fibrose (MONTENEGRO E
FRANCO, 1994).
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A formagéo do granuloma € uma reacao inflamatoria que configura a tentativa
de bloquear e restringir a multiplicacdo do Paracoccidioides sp. ,e assim sua
disseminacao para os orgaos e tecidos adjacentes. A evolucdo do granuloma esta
intimamente relacionada a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (FRANCO,
1986).

O diagndstico da PCM é baseado na deteccao da estrutura fungica em fluidos
bioldgicos ou cortes histolégicos corados pela técnica de Gomori-Grocott ou acido
periodico Schiff (PAS). O cultivo de amostras clinicas em meio de cultura apropriado
para crescimento fangico (Sabourand, Mycosel, Difco) também permite a
identificacdo do Paracoccidioides através da visualizacdo do crescimento fungico
(hifas) a temperatura ambiente apds 20 a 30 dias ou (leveduras) a 37 °C ap6s 10 a
12 dias de incubacdo. Testes sorolégicos como métodos de imunoprecipitacao,
imunodifusédo dupla, contraimunoeletroforese, imunofluorescéncia indireta, ELISA e
Imunoblot também sao ferramentas importantes para o diagndstico e tratamento da
doenca. Embora os anticorpos ndo possuam efeito protetor contra a PCM, a analise
de deteccdo dos niveis séricos dessas proteinas é um parametro associado a
melhora clinica do paciente, jA que com o decorrer do tratamento farmacolédgico
ocorre reducao dos seus niveis circulantes (FERREIRA, 2009).

O Paracoccidioides ssp € sensivel a maioria dos antifUngicos, como
anfotericina B, azdbis (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol),
sulfonamidas e terbinafina. Doses de 200 mg diarias de itraconazol por 6 a 12 meses
ou cotrimoxazol (160 mg de trimetoprima e 800 mg de sulfametoxazol) por 12 a 24
meses sao usados para o tratamento de pacientes com forma cronica da doenca. O
voriconazol, posaconazol e isavuconazol também sdo alternativas ao itraconazol.
Pacientes com a forma aguda/subaguda (juvenil) sdo tratados com desoxicolato (0.5-
0.7 mg/kg/dia ou formulacao lipidica de anfotericina B (3-5 mg/kg/dia), seguida de
manuten¢do com itraconazol (por 6-12 meses) ou cotrimoxazol (por 12-24 meses).
A duracgdo da terapia deve persistir até o estabelecimento dos critérios de cura que
sdo baseados em parametros clinicos, no qual baseia-se na auséncia ou regressao
dos sinais e sintomas da doenca, e radioldgicos, no qual inclui a reducéao de edema,
nodulos e inflamacédo dos pulmbes. Aléem de exames sorologicos e micoldgicos
negativos (MENDES et al.,, 2017; QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017; SANTOS et al., 2020).
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1.2. Paracoccidioidomicose: respostaimunolégica

A resposta imune ao Paracoccidioides sp. se inicia apdés a inalagdo de
conidios suspensos no ambiente, que ao chegar nos alvéolos sofre transicédo
dimorfica para levedura. Na forma leveduriforme, o fungo é reconhecido pelas células
epiteliais alveolares e células imunes residentes como macrofagos alveolares e
células dendriticas por meio de seus receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) como: Dectina-1, Galectina-3, receptores do tipo Toll (TLR2, TLR4, TLR3 e
TLR9), receptor de manose (MR) e inflamassomas (NLRP3 e NLRC4) (LOURES et
al., 2009; MENINO et al., 2013; TAVARES et al.,, 2013; LOURES et al., 2014;
LOURES et al., 2015; KETELUT-CARNEIRO et al., 2015; KETELUT-CARNEIRO et
al., 2019; JANNUZZI et al., 2019; HATANAKA et al., 2019; GIUSIANO, 2021; SOUZA
et al., 2021).

Os macréfagos, neutréfilos e eosindfilos sdo as células da imunidade inata
que se destacam na resposta imune ao P. brasiliensis. A importancia dos macréfagos
durante a PCM experimental é ilustrada em experimentos de deplecdo, no qual a
auséncia dessa populacédo leva a reducdo da sobrevida, perda do controle da
replicacdo fungica e intensa inflamacao granulomatosa nos modelos murinos de
susceptibilidade e resisténcia a PCM. (KASHINO et al., 1995). Sabe-se que essas
células quando ativadas na presenca de IFN-y, tém participacdo primordial na
eliminagéo do patégeno mediante a producéo de enzimas liticas e espécies reativas,
das quais destaca-se o 6xido nitrico (Figura 6) (GONZALEZ et al., 2000; MENDES
et al., 2017).

Além dos macroéfagos, os neutréfilos sdo também séo células fundamentais
durante a resposta imune ao P. brasiliensis. E descrito que essas células exercem
sua funcado efetora através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
liberacdo de armadilhas extracelulares (NETSs) (Figura 6) (MENDES et al., 2017). A
delegéo dessa populacdo em camundongos da linhagem BALB/c durante a fase
aguda de infeccado por P. brasiliensis (48 e 96 horas pos infec¢do) leva a reducdo da
sobrevida desses animais associada com elevagcdo do numero de eosinofilos e da
carga fungica (PINO-TAMAYO et al., 2016). Por sua vez, a deplecdo dessas células

durante a fase cronica de infeccado (4 ou 8 semanas apos infeccdo) favorece a
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reducdo da resposta inflamatéria granulomatosa e da carga fungica além da reducéo
de parametros associados a fibrose pulmonar na décima segunda semana de
infeccdo (PUERTA-ARIAS et al., 2016).

O reconhecimento e a migracdo de células dendriticas para os linfonodos
promove a ativacdo e diferenciacdo de linfécitos T naives. A resposta imune
adaptativa a PCM envolve a diferenciacdo de distintos subtipos de linfocitos T
auxiliares (Thl, Th2, Th9, Th1l7 e Th22) (MENDES et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. A polarizagdo da resposta imune adaptativa na PCM. Na PCM, linfocitos T auxiliares
naives se diferenciam em linfécitos efetores do subtipo Thl, Th2, Th9 e Th17) (A). Linfocitos Thl
secretam grandes quantidades de IFN-y e TNF-a que classicamente ativam macréfagos (M1)
resultando da eliminag&o fdngica. A resposta Thl7 secreta IL-17 e IL-22 que recruta neutréfilos e
mondcitos. Respostas Th2 através da secrecéo de IL-4 desencadeiam ativacédo de células B, seguida
da producéo de imunoglobulinas. A IL-5 promove o recrutamento de eosinéfilos e a IL-13 é envolvida
na indugcdo de macréfagos alternativos (M2), que resulta em crescimento flingico e reparo tecidual. A
resposta Th9 leva a producao de IL-9 e IL21, que atuam de modo sinérgico com respostas Th2 para
producédo de anticorpos (B). Adaptado de MENDES et al., 2017.

A relevancia de linfécitos T CD4* durante a PCM pode ser destacada em
pacientes com PCM associada com a infec¢cdo causada pelo HIV, dos quais 80%
apresentam baixas contagens de linfocitos T CD4*, que desenvolvem pior
progndéstico e apresentam maior taxa de mortalidade (aproximadamente 50%) (DE
ALMEIDA; PECANHA; COLOMBO, 2019).

No leque de respostas mediadas por linfécitos T CD4* que séo protetoras a
PCM, o subtipo Thl secreta IFN-y, que juntamente com TNF-a, sdo de suma
importancia para indugdo de mecanismos microbicidas em macréfagos classicos
(M1), processo que resulta na eliminagdo do fungo. Camundongos deficientes de
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IFN-y sdo extremamente suscetiveis a infeccdo por P. brasiliensis com sobrevida
inferior a 20 dias. Esses animais, assim como em casos em que ha auséncia de TNF-
a, produzem quantidades baixas de 6xido nitrico, fator determinante para o controle
do parasita (SOUTO et al., 2000; LIVONESI et al., 2009).

Outro subtipo de linfécitos T CD4* que também desempenha papel crucial na
protecdo do hospedeiro contra o P. brasiliensis é o subtipo Th17. Na auséncia da
sinalizacdo dessa citocina, camundongos geneticamente deficientes (IL-17RA™)
desenvolvem resposta inflamatéria difusa com granulomas imaturos com poucos
linfécitos, além da elevagdo da carga fungica quando comparados com controles
(KETELUT-CARNEIRO et al., 2015; TRISTAO et al., 2017).

Na categoria de respostas T CD4* que resultam na progressao da PCM, a
inducao de respostas do padrao Th2, com alta producao de citocinas como IL-4, IL-
5 e IL-13. Nessa resposta, a IL-13 favorece a inducao de macréfagos denominados
alternativos (M2), a IL-5 desencadeia o recrutamento de eosinofilos, e a IL-4 a
ativacdo e a producéao de imunoglobulinas por células B. A inducéo de células Th9 é
outro fator associado com a gravidade da PCM, essa resposta atua de modo
sinérgico com respostas Th2, e sdo responsaveis pela inducdo de anticorpos (IgG4,
IgA, IgE, IgG1 e IgG2) por células B (MENDES et al., 2017; CASTRO et al., 2013).

Além dos subtipos de linfécitos T auxiliares, as células T reguladoras (Tregs)
estdo presentes no infiltrado inflamatério de lesées de pacientes com a forma aguda
da PCM. Em camundongos susceptiveis a PCM, a deplecao de Tregs proporciona
aumento da sobrevida desses animais. A auséncia de Tregs contribui ainda, o
controle da carga fungica e a reducao das areas de lesdo nos pulmdes em modelos
de susceptibilidade e resisténcia a PCM experimental (CASTRO et al., 2013;
FELONATO et al., 2012).

Somada as respostas de células T CD4*, as células T CD8* também
compdem o quadro da resposta imune a PCM. Pacientes com a forma ativa de PCM
apresentam aumento da frequéncia dos subtipos CD8* IFN-y* (Tcl) e CD8"* IL-10*
(Tc10) na circulagdo quando comparados com individuos saudaveis (COSER et al.,
2021). Nosso grupo mostrou a importancia dessas células no controle da replicagéo
fungica em contextos em que héa reducao de respostas mediadas por células T CD8*
(SOUZA et al., 2021).
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Figura 7. Modelo proposto para explicar a resposta imunoldgica desenvolvida por individuos
resistentes ou susceptiveis a PCM. A resisténcia a PCM pode ser caracterizada pelo predominio de
respostas Thl e producéo de IFN-y, que é imprescindivel para a ativagdo de macrofagos e eliminacéo
fungica. A forma aguda/juvenil apresenta predominio de respostas humorais, ativagédo do padrdo Th2
(IL-4 e IL-5) e Th9 (IL-9). A IL-4 e a IL-9 sao responsaveis pela inducéo de anticorpos IgG4 e IgE. A IL-
5 leva a inducdo e ativacdo de eosindfilos. A IL-4 pode contribuir com a inibicdo da funcao de
macrofagos. A fase cronica/ adulta da doenca apresenta predominancia de respostas Th17 e Th22 com
contribuicdo de respostas Thl, Th2 e Th9. Nesse grupo, células iTregs podem favorecer o controle da
resposta inflamatéria exacerbada e ao mesmo tempo inibir a ativacdo de macréfagos. O conjunto
dessas respostas pode promover resisténcia parcial a infec¢cdo ou promover respostas inflamatérias
exacerbadas, com a ativacao de neutréfilos que podem desencadear dano tecidual e fibrose que sao
sequelas caracteristicas desses pacientes. Adaptado de CASTRO et al., 2013.

No que diz respeito a resposta imunoldgica desenvolvida por individuos que
ndo desenvolvem as manifestaces clinicas da doenca ou a forma leve da doenca,
sabe-se que essa resposta depende do predominio da inducdo de respostas imunes
do padrdo Thl em relacdo aos outros subtipos (Figura 7) (GIUSIANO, 2021).

Pacientes que desenvolvem a forma aguda/subaguda s&o né&o-reativos ao

teste paracoccidiodina e desenvolvem respostas Th2 intensas, que suprimem
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respostas Thl e Th1l7. Nesses pacientes ha predominancia de respostas humorais
(IgA, 1gG4 e IgE) associadas com a presenca de eosindfilos, células T reguladoras
(Tregs) e auxiliares dos subtipos Th2 e Th9, com producao das citocinas IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10 e TGF-B. O conjunto dessas respostas ndo leva a inducéo de oxido nitrico
e outros intermediérios associados a eliminagéo do parasita, enquanto desencadeia
ativacdo de macroéfagos alternativos mediadas pela IL-4 e IL13, que séo relacionados
a persisténcia do parasita e patologia (Figura 6 e 7). (FRANCO, 1986; CASTRO et
al., 2013; BERNARD et al., 2008; MENDES et al.,, 2017; BURGER et al., 2021;
GIUSIANO, 2021).

O desenvolvimento da forma crénica da PCM é resultante de reativacdo de
um foco latente decorrente da quebra de equilibrio entre o fungo e o hospedeiro. A
maioria desses pacientes apresentam reatividade para o teste de paracoccidiodina
indicando que a resposta Thl é mais preservada nesses pacientes. Esses pacientes
desenvolvem respostas associadas com a resisténcia e a susceptibilidade a PCM. A
literatura descreve que ha predominancia de repostas do padrdo Thl7 e Th22
associada a presenca de respostas Th2, Th9 e Tregs, e de citocinas como IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B (Figura 6 e 7). E descrito que o conjunto dessas
respostas contribui com resisténcia parcial a infeccdo. Outra caracteristica
proeminente de pacientes com a forma crbnica € a presenca de dano tecidual e
fiborose com areas extensas de deposi¢do de coldgeno na regido do hilo além da
deposicao de fibras de reticulina no septo alveolar (CASTRO et al., 2013; MENDES
et al., 2017; BURGER et al., 2021).

Dada o impacto dos distintos subtipos de linfécitos no desfecho da PCM,
salientamos a importancia da compreensdo dos mecanismos que sao primordiais
para o desenvolvimento, diferenciacdo e funcéo das células T. Dentre eles, vale a
pena ressaltar o papel do fator de transcri¢cdo Blimp-1, que é altamente expresso em
células T ativadas, regulando fun¢gBes como: proliferacdo, exaustdo, sobrevivéncia,
migracdo e a diferenciacdo dessas células (FU et al., 2017). No tépico seguinte,

abordaremos de modo mais detalhado acerca desse fator de transcrigao.
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1.3. Blimp-1: homeostase e ativagao de linfocitos T

A proteina de maturacao induzida em linfocitos B (Blimp-1) € um regulador
transcricional e epigenético de genes alvo codificado pelo gene Prdml. Foi
inicialmente descrito em linfécitos B, no qual atua na regulacdo do desenvolvimento
de plasmdcitos e secrecdo de imunoglobulinas em respostas dependentes ou néo
de linfocitos T (Figura 8) (NADEAU; MARTINS, 2022).

Além da importancia em linfocitos B, atualmente sabe-se que Blimp-1 também
€ expresso em linfocitos T, granulécitos, macrofagos, células epiteliais, neurénios da
retina, células musculares e células germinais (FU et al., 2017).

De modo geral, os mecanismos de regulacdo mediados por Blimp-1 incluem:
a competicdo e repressdo de fatores de transcricdo como IRF1, IRF2 e IRF4;
recrutamento de cofatores que causam inibicdo da transcricdo génica apos
modificacdes na cromatina; e ativacéo da transcricéo de IL-10 (Figura 8) (NADEAU;
MARTINS, 2022).

A B €
IRF2" 9 g
[RF‘I” * m @D H3K9
Blimp1 . :
MRBIRDIDDBODDY

Figura 8. Mecanismos da regulac&o génica mediados por Blimp-1. (A) Blimp-1 pode reprimir a
transcricdo de genes alvos ao competir com ativadores transcricionais como IRF1, IRF2 e IRF4 pela
ligacdo em diferentes genes-alvo. (B) Blimp-1 pode reprimir a transcricdo de genes alvo através do
recrutamento de co-fatores modificantes de cromatina que promovem modificacdes repressivas de
cromatina como: HDAC2 (histone de-acetylase 2, de-acetylates H3), G9a (lysine histone
methyltransferase, H3K9 and H3K27), EZH2 (methylates H3K27), LSD1 (histone lysine demethylase,
H3K4 and H3K9) e Prmt5 (di methylates arginine residues, H2A and H4) (C) Ao se ligar diretamente ao
seu locus génico, Blimp-1 coopera com IRF4 ou c-Maf para ativar a transcricdo de IL-10 em linfocitos
T (NADEAU; MARTINS, 2022).

Em linfécitos T, a inducdo da transcricdo génica de Blimp-1 ocorre mediante:
i) a ativacdo de receptores de reconhecimento de padrées como TLRs (mais
precisamente TLR-4 e TLR-9), RIG-I e NOD, ii) estimulo do receptor de linfocitos T -
TCR, e iii) sinalizagéo das citocinas como IL-2 e IL-4 (MARTINS; CALAME, 2008).
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Martins e colaboradores demostraram que Blimp-1 é detectado em células T
CD4* e CD8" naives — CD44°CD62L" , e sua expressdo génica é regulada
positivamente em células T: reguladoras, CD4* e CD8" efetoras (CD44" CD62L") e
de memoria (CD44" CD62LM) (MARTINS et al.,, 2006). Kallies e colaboradores
complementaram esses dados usando técnica de fenotipagem demonstrando que
Blimp-1 é expresso em células T: reguladoras, CD4* e CD8" efetoras e de memoéria
(KALLIES et al., 2006).

Uma das primeiras abordagens com foco no entendimento do papel de Blimp-
1 em linfécitos T in vivo, usou camundongos Ragl - letalmente irradiados
reconstituidos com células progenitoras derivadas de figado fetal provenientes de
embrides deficientes de Blimp-1 (Prdm19%/9%), Esse estudo mostrou que, em relagéo
aos controles, camundongos Prdm19%/9% apresentam expanséo de células T CD4* e
CD8* com um fenotipo ativado ou de memdéria no bago. Além disso, esses animais
desenvolvem sindrome hiper- proliferativa de linfécitos de forma letal, que é
identificada pela presenca de intensa resposta inflamatéria, contendo extensivo
infiltrado linfocitario (de células produtoras IFN-y) e dano tecidual em multiplos
orgaos, incluindo pulmdes, figado e intestino (KALLIES et al., 2006).

Em estudo semelhante, Martins e colaboradores mostraram que
camundongos deficientes de Blimp-1 especificamente em linfécitos T (CKO)
desenvolvem colite espontanea, contendo infiltrado de linfécitos. Uma analise mais
detalhada das populagdes celulares demonstrou que camundongos CKO e controles
ndo apresentam diferencas em relacdo ao numero total de células T CD4* e CD8*
esplénicas, mas que em comparacao aos controles camundongos CKO apresentam
- i) reducdo da frequéncia de células naives CD62L" CD44 '° e, ii) maior frequéncia e
nimero total de células efetoras CD62L'° CD44 M em érgdos linfoides periféricos
revelando que esses animais manifestam fenétipo de ativacdo anormal. Ndo ha
diferencas entre os grupos em relagdo ao nimero de células de memoéria CD62LM
CD44 " (MARTINS et al., 2006).

Ensaios conduzidos por Kallies e colaboradores explicitaram que o aumento
no numero de células com fenoétipo ativado observado em populagdes de células T
policlonais também é notado em células T CD8* de memoaria antigeno especificas,

ou seja, em relacéo aos controles, camundongos Prdm19%/9% infectados com HSV
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- Herpes-Virus Simples — apresentam numero elevado de células de memoria
especificas ao HSV (KALLIES et al., 2006).

Usando camundongos Rag” reconstituidos com uma mistura de células
hematopoiéticas Prdm19%/s : C57BL/6, - proporcdo 1:1, Kallies e colaboradores
evidenciaram através da avaliacdo dessas células no bago de animais Rag™’ que,
mesmo submetidos a condi¢cdes semelhantes, a proporcdo de linfocitos T CD4*
Prdm19%/s’e CD62L' (efetores/memdria) é 3.8 vezes superior que a proporcao de
células de T CD4* C57BL/6 CD62L", enquanto a proporcdo de células T CD8*
Prdm19/d9®e ativadas é 2.9 vezes superior a de células controles ativadas. Usando
esse mesmo delineamento experimental, observou-se elevagdo na frequéncia de
células de memodria especificas ap0s infec¢cdo desses animais quiméricos com HSV,
salientando que a expanséo do pool de células ativadas caracteristica das células
Prdm19/9® é uma propriedade intrinseca da célula T (KALLIES et al., 2006).

Em outro experimento adicional, 0 mesmo grupo expos que a expanséao de
células Prdm19/sfe ativadas ndo é devido a resposta aberrante em decorréncia de
estimulagao antigénica, mas em virtude de alteragdes na regulacao da homeostase
dessas células. Nesse ensaio, baco de camundongos Rag” foram avaliados quanto
ao numero de células T esplénicas apos a transferéncia adotiva de linfécitos T CD4*
ou CD8* Prdm19'/sfe ou C57BL/6. Apds 3-4 semanas, observou-se que células CD4*
ou CD8* C57BL/6 responderam a esse ambiente linfopénico com capacidade de
expansao homeostatica limitada (menor nimero absoluto) em relacéo a capacidade
de expanséo observada pelas células CD4*ou CD8* Prdm19/s® que apresentaram
fendtipo ativado. Esses dados indicam que células T deficientes de Blimp-1
apresentam um processo expansivo desregulado o que resulta no acumulo dessas
células na periferia (KALLIES et al., 2006).

Alguns dos mecanismos associados a expansao de células T efetoras in vivo
foram explorados: i) por Martins e colaboradores que demonstraram por meio de
ensaios envolvendo o estimulo de linfocitos T CD4* naives com a- CD3, a- CD28 e
IL-2 (na presenga de baixa densidade celular) ou apenas a- CD3, que células CKO
possuem vantagem proliferativa em relacéo as células de controles (MARTINS et al.,
2006). Corroborando com esses dados, usando esplendcitos provenientes de
camundongos Blimp-1 transgénicos, Lin e colaboradores salientaram o envolvimento

de Blimp-1 na regulacdo negativa da capacidade proliferativa de esplendcitos. Esses
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autores também mostraram que células CD4* CKO secretam mais IL-2 e expressam
mais CD69* (marcador de ativacao celular) (LIN et al., 2013); ii) e por Kallies e
colaboradores que também revelaram que células Prdm19%/9 gstimuladas a- CD3,
a- CD28 sao menos susceptiveis a morte celular por apoptose que células controles,
indicando que células Prdm19%/9 possuem defeitos na indugdo de mecanismos de
morte celular (KALLIES et al., 2006). Esses dados sugerem que Blimp-1 afeta a
ativagcao, proliferacdo e sobrevivéncia de células T, e que esses sao possiveis
mecanismos associados com a expansao de células T deficientes de Blimp-1.

Em resumo, os estudos desenvolvidos por Kallies e Martins et al., demonstram
que a auséncia desse fator de transcricao nas células T promove a expansao dessas
células com um fenétipo ativado, o que cursa com o desenvolvimento de patologia
mediada por células T em murinos.

Na interface Blimp-1- Tregs, Cretney e colaboradores mostram que 8-12%
das células CD4* CD25* presentes no baco de camundongos naives expressam
Blimp-1. Essa proporcéo sobe para 20% em camundongos idosos. Nessas células a
expressdo de CD62L é baixa, 0 que indica que Tregs que expressam Blimp-1
compdem o quadro de células Tregs efetoras. Outra informacao interessante desse
estudo exp6s que a expressdo de IL-10 é confinada a células Tregs que expressam
Blimp-1 (CRETNEY et al., 2011).

Martins e colaboradores mostraram que ndo ha diferencas em relacdo a
frequéncia e namero absoluto de células CD4* CD25* CD62L" no timo, bago ou
linfonodos entre animais CKO e WT (MARTINS et al., 2006). Adicionalmente, ao
comparar a populacéo de células esplénicas CD4* Foxp3 * Prdm 199’ e CD4* Foxp3
* WT, Kallies e colaboradores demostraram que Blimp-1 é dispensavel para
formacdo de células CD4* Foxp3 * (KALLIES et al., 2006).

Em adicdo, através da andlise de compartimentos de linfécitos de
camundongos reconstituidos com mistura de células hematopoiéticas deficientes
(Blimp1GFP/GFP) ou ndo de Blimp-1 (WT), Cretney e colaboradores salientam que: i)
Blimp-1 ndo é requerido para geracao de células Tregs efetoras (ICOS* CD103%); ii)
células Tregs BIlimp1CGFPIGFP ndo possuem habilidade de secretar IL-10; iii)
camundongos quiméricos apresentam a mesma quantidade de células Tregs WT e
Blimp1CFP/GFP nos linfonodos, o que indica que Blimp-1 ndo afeta a homeostase de

células Tregs naives; iv) camundongos quiméricos apresentam abundancia de Tregs
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Blimp1CGFP/GFP em comparacdo a Tregs WT no baco e placa de Peyer, além do
aumento da frequéncia de células Foxp3* no epitélio gastrointestinal e lavado
broncoalveolar, o que sugere que Blimp-1 afeta a homeostase de células Tregs
efetoras (CRETNEY et al., 2011).

No quesito funcional de células Tregs, ensaios in vitro consentem que Blimp-
1 é dispensavel em Tregs para execucao de sua funcao supressora na proliferacédo
de linfocitos efetores (KALLIES et al., 2006; MARTINS et al., 2006).

No ensaio de avaliagao da funcdo de Tregs em modelo in vivo publicado por
Martins e colaboradores, esses autores expuseram que, divergente da protecéo
conferida por células Tregs selvagens, a transferéncia de células Tregs CKO né&o
impede o desenvolvimento de colite aguda experimental desencadeada em animais
selvagens apo6s administracdo oral de Dextran Sulfato de Sodio — DSS. Esse dado
indica que funcao das células Tregs CKO in vivo é defeituosa (MARTINS et al.,
2006).

Em ensaio similar, conduzido por Kallies e colaboradores, a prote¢cdo mediada
por células Tregs foi avaliada através da transferéncia de células Tregs Prdm19f/gf
ou controles para camundongos Rag” submetidos a modelo de colite desencadeada
pela transferéncia de células efetoras (T CD4*" CD257). Nesse ensaio, ambas as
transferéncias foram igualmente protetoras frente ao desenvolvimento da colite
experimental, sugerindo nesse estudo, que Blimp-1 é dispensavel fungdo adequada
de células Tregs in vivo (KALLIES et al., 2006). Sendo assim, o papel de Blimp-1 em
Tregs in vivo ainda nao é claro.

Além de requerido para producéo de IL-10 em células T reguladoras, Blimp-1
também é essencial para producao dessa citocina em células Trl e Thl (KALLIES
et al.,, 2006; CRETNEY et al., 2011; OCA et al.,, 2016; NEUMANN et al., 2014;
PARISH et al., 2014).

Em relagcdo a importancia de Blimp-1 na diferenciagéo e fungéo linfocitos T
auxiliares, in vitro, estudos publicados demonstram Blimp-1 atenua a diferenciacao
de células Th9 e Th17, mas néo afeta a capacidade de diferenciacéo de células Thl
e Th2, de linfécitos T naives estimulados em condi¢gbes polarizantes para cada
subtipo (KALLIES et al., 2006; CIMMINO et al., 2008; LIN et al ., 2013; BENEVIDES
et al., 2019).
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No que se refere a expressao de Blimp-1 em subtipos de linfocitos T auxiliares,
Cimmino e colaboradores mostram através de ensaios in vitro com células T naives
submetidas a condicdes de diferenciacdo Thl e Th2, que esse fator de transcricdo
€ mais expresso em células Th2 que em células Thl (CIMMINO et al., 2008). Atraves
de ensaios envolvendo o estimulo de células T CD4* naives com a- CD3, a- CD28 e
IL-2, Kallies e Cimmino et al., demonstraram que apos reestimulo, células CKO
apresentam maior frequéncia de células CD4* produtoras de IFN-y* que células WT
(MARTINS et al., 2006; CIMMINO et al., 2008). Nessas mesmas condi¢cdes foi
demostrado por meio da analise de imunoprecipitagdo de cromatina (ChlP) que
Blimp-1 reprime os genes ifng e tbx21, que sdo fatores de transcri¢ao criticos para a
diferenciacdo Thl. Outro achado interessante desse estudo foi que o estimulo de
células T CD4* naives em condi¢des neutras ( a- CD3, a- CD28 e IL-2 ) desencadeia
a expressdo génica de Blimp-1, que é intensificada na presenca de IL-4 e atenuada
da presenca de IFN-y* (CIMMINO et al., 2008).

In vivo, Lin e colaboradores demostraram através da analise transcricional de
células T CD4" esplénicas que ha regulagao positiva da transcricdo génica de Thx21
e Ifng em células CKO, ao passo que esses transcritos sao regulados negativamente
em células esplénicas que apresentam ganho de funcédo de Blimp-1 (Tg), quando
comparados aos controles. Corroborando com esses dados, células Tg esplénicas
estimuladas possuem proporcao limitada de células CD4 * IFN-y *, e producgéo
diminuida de IFN-y em relagéo as células controles (LIN et al ., 2013). Em resumo,
esses ensaios mostram que Blimp-1 atenua respostas Thl.

No que diz respeito ao papel de Blimp-1 nas células Th2, em outro estudo
recente, usando camundongos deficientes de Blimp-1 em células CD4* (Blimp-1
cb4acre) e controles wild type submetidos ao modelo de asma desencadeada por
antigenos de acaro da poeira doméstica (house dust mite - HDM), He e
colaboradores demonstraram que animais Blimp-1 €P4Cre  agpresentam reducéo
drastica da frequéncia de células Th2 tanto nos pulmdes como no linfonodo
mediastino (menos de 1% de todas as células T CD4"). Para avaliar se Blimp-1 era
requerido para diferenciacao de células Th2, He e colaboradores desenvolveram um
experimento elegante, que envolveu indugdo da inflamagéo alérgica em
camundongos Rag - letalmente irradiados reconstituidos com mistura de células

hematopoiéticas (Blimp-1 ¢P4cre : C57BL/6, - proporcdo 1:1). Esse ensaio revelou
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reducdo da frequéncia de células Th2 Blimp-1 ¢P4C® em comparacéo a frequéncia
de células Th2 C57BL/6 nos pulmdes. Em experimento similar, ndo houve alteracdes
na frequéncia de células Th2 nos pulmdes de camundongos Rag * reconstituidos
com mistura de células hematopoiéticas wild type Thy 1.1 e Thy 1.2. Coletivamente,
esses ensaios salientam que Blimp-1 € intrinsicamente requerido em células T para
diferenciacéo de células Th2 in vivo (HE et al., 2020).

Interessantemente, usando distintos modelos experimentais in vivo que
cursam com a inducéo de células Th2, He et al., constataram que a funcéo de Blimp-
1 na diferenciacéo e funcéo de células T varia de acordo com a rota de imunizacao
e o local de apresentacdo para células T. De modo mais detalhado, He et al.,
descreveram que o contato de camundongos deficientes de Blimp-1 em células CD4*
(Blimp-1 CP4CRE)  com antigenos por via intranasal, como acontece no modelo de
asma alérgica que envolve repetidas administracdes por via intranasal de antigenos
de acaro da poeira doméstica (house dust mite - HDM), inibe o desenvolvimento da
inflamacé&o caracteristica da asma alérgica, devido a reducéo drastica da presenca
de células Th2 nos pulmdes e linfonodos mediastinais em relacdo aos controles.
Resposta semelhante foi observada em camundongos Blimp-1 €P4CRE imunizados
por essa mesma via com antigeno de ovo soltvel (SEA) de Schistosoma mansoni.
Por sua vez, a administracdo de HDM por via subcutanea na pata de camundongos
Blimp-1 CP4CRE desencadeia elevagdo da frequéncia de células Th2 no linfonodo
popliteal em relacdo aos controles. Coletivamente esses ensaios mostram que
intrinsicamente em linfécitos T CD4*, Blimp-1 pode resultar em atenuacdo ou
exacerbacéo de respostas Th2 (HE et al., 2020)

Aspectos relacionados a inibicdo da expanséao de popula¢des Th9 por Blimp-
1 foram reportadas por Benevides e colaboradores em uma série de ensaios que
demonstraram que : i) células esplénicas WT estimuladas possuem percentual
diminuido de células CD4* IL-9* e de producao de IL-9 em comparacéo a células
CKO; ii) guando células naives sdo submetidas a condi¢ces polarizantes para Th9,
células CKO mostram maior expressdo génica e proteica de IL-9 que células WT,;
iii) ndo ha inducao da expressao de Blimp-1 durante a diferenciacéo Th9; iv) Blimp-
1 atenua a gravidade da asma alérgica desencadeada por OVA,; v) a neutralizacéo

de IL-9 no grupo CKO reflete em reducdo da patogenicidade dessa doenca; V)
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células de pacientes asmaticos Tg expressam menos IL-9 que as respectivas
controles (BENEVIDES et al., 2019).

Em relacdo a resposta Thl7, apds investigacdo da transcricdo de genes
associados com a resposta Th17, Lin e colaboradores expuseram que a expressao
de Rora, Rorc, 1117a, I117f, 1122 e 1123r € modulada positivamente em células CKO
(independentemente da idade do animal ou da presenca de estimulo in vitro) em
relacdo as células controles, em contrapartida, a expressdo desses genes sofre
modulacdo negativa em células Tg. Em outro dado adicional, Lin et al.,
demonstraram que células Tg naives submetidas a condi¢cdes polarizantes para
Th1l7, sdo menos aptas a se diferenciarem para esse subtipo celular (examinadas
pela % células Th17, expressao por célula e secrecao de IL-17) que células controles
naives. Divergentemente, células CKO naives sdo mais propensas a diferenciacéo
Th17 que células controles naives. Coletivamente, esses dados mostram que Blimp-
1 possui fungao inibitéria na diferenciacdo de células Th17 (LIN et al ., 2013).

Nos ultimos anos muitos grupos de pesquisa, focaram no entendimento do
papel de Blimp-1 em diferentes contextos, com intuito de promover esse fator de
transcricdo a potencial candidato a alvo terapéutico. NosSso grupo, com 0 mesmo
interesse mostrou sua importancia no controle da inflamacao alérgica e na limitagédo
de respostas Thl no modelo de infeccdo causada pelo Trypanosoma cruzi
(BENEVIDES et al., 2009; BENEVIDES et al., 2023). Visando novas abordagens
terapéuticas para o tratamento da PCM experimental, nossa proposta nesse estudo
€ compreender o papel de Blimp-1 na regulacdo da resposta imune durante a PCM
experimental com o intuito de, em abordagens futuras, ao modular positivamente ou
negativamente esse fator de transcri¢cdo, garantir a inducao de respostas protetoras
a PCM experimental. Nossa hipétese é que a infeccao por P. brasiliensis modula
positivamente a expresséo de Blimp-1 em linfocitos T desencadeando a inibicdo de

respostas imunes protetoras a PCM experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o papel do fator de transcricdo Blimp-1 na regulacdo da resposta imune
durante a infecgéo sistémica pelo fungo P. brasiliensis.

2.2. Objetivos especificos

Determinar o papel de Blimp-1 em linfécitos T no controle da infeccdo induzida pelo

fungo P. brasiliensis;

Determinar o papel de Blimp-1 em linfécitos T no desenvolvimento da resposta

inflamatoria granulomatosa ao P. brasiliensis no tecido pulmonar;

Determinar se a auséncia de Blimp-1 em linfocitos T altera o perfil de leucdcitos

presentes no tecido pulmonar de animais infectados;

Investigar a participacdo de Blimp-1 em linfécitos T na atividade funcional das
populacdes celulares presentes nos pulmdes apds infec¢ao;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Declaracdes Eticas

Todos os procedimentos envolvendo o uso de camundongos nessa pesquisa
estdo de acordo com os preceitos da Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e aprovados pela
Comiss&o de Etica No Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
FMRP/USP (Protocolo numero 1164/2023) (Anexo 1).

3.2. Animais experimentais

Os camundongos machos Blimp-1 ## CD4 ¢+ e Blimp-1 7 CD4 ¢ foram
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP) em caixas
com dimensdes 30 x 20 x 13 cm contendo maravalha, racdo e 4gua sem restricdo, em
ambiente controlado quanto a temperatura (20 — 26 °C), umidade (40 e 60%) e ciclo

de 12h de claro e 12h de escuro.

3.3. Cultura de leveduras de P. brasiliensis, preparo de in6culo e infec¢éo

O P. brasiliensis cepa 18 foi cultivado em meio BHI (Brain Heart Infusion)-
agar suplementado com 5% de soro fetal bovino e glicose em estufa a 37°C. Para
infeccdo, as colbnias de fungo foram transferidas das placas de BHI-agar para 100
mL de meio F12 suplementado com 10% de SFB (pH 7,2) e mantidas a 37°C, sob
agitagcao de 150 rpm, por 24h. No dia seguinte, o0 meio de cultura foi descartado apos
centrifugacéo (1500 rpm por 5 minutos) e as leveduras ressuspendidas em tampao
fosfato estéril - PBS 1X, pH 7,2. Para avaliagdo da viabilidade das leveduras, uma
aliquota de 100 pL da suspenséo fungica foi incubada em estufa de CO2 a 5%, 37°C,
por 10 minutos com 100 pL diacetato de fluoresceina (DAF) (2 pg/mL) e 100 pL
brometo de etideo (50 mg/ mL). A visualizacdo de 90% de leveduras DAF positivas

(ou seja, viaveis) foi consideravel aceitavel para infec¢éo. As células fangicas tem a
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propriedade de acumular fluoresceina (fluocromasia) enquanto o brometo de etideo
penetra rapidamente em células danificadas. Outra aliquota de suspensdao fangica
foi retirada para contagem das formas leveduriformes presentes na suspensao
fingica em camera de Neubauer, que foi ajustada a concentragdo final de 1x10’
leveduras/ mL. Para infeccdo, camundongos machos, com 8 semanas de idade
previamente anestesiados, foram infectados por via intravenosa, pelo plexo retro-
orbital (agulha 8 mm comprimento, calibre 0,3mm) com 1x10°€ leveduras viaveis de
Pb18 suspensas em 100uL de PBS1X.

3.4. Recuperacéao de fungos e contagem de unidades formadoras de colonia
(CFU)

Para a recuperacgéo de fungos viaveis, o l6bulo direito inferior do pulméo de
animais infectados com Pb18 foi pesado e homogeneizado em 1 mL de solugéo
inibidora de protease (Complete®, Rocher, Mannhein, Alemanha). Em seguida, 50
puL do homogenato obtido foram diluidos em 450 uL de PBS 1X e, 100 pL dessa
diluicdo semeadas em placas de Petri estéreis descartaveis (90x15mm, Corning, NY,
EUA) contendo meio BHI-agar enriquecido com 48 pug/mL de gentamicina, 5% de
soro fetal bovino e 5g de D(+) Glicose Anidra (CeH1206) (Merk). As placas foram
mantidas por 15 dias em estufa 37°C e a recuperacédo de fungos viaveis determinada
através da contagem de unidades formadoras de colénia. Os resultados foram

expressos como CFU/ grama de tecido.

3.5 Andlise histopatologica das lesdes

O l6bulo esquerdo de pulméo de camundongos infectados ou ndo com Pb18
foram coletados e fixados em formol tamponado por 48 horas. Apos esse periodo,
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70-100%) e clarificados
em xilol. Apés inclusdo em parafina, cortes de 5 um de espessura foram dispostos
em laminas e incubadas a 60°C para fixagdo. Em seguida, as laminas contendo o
corte foram lavadas com xilol, concentracdes decrescentes de alcool (absoluto a
80%) e coradas com o0s seguintes corantes: hematoxilina e eosina (H&E) (para

analise do infiltrado inflamatério e resposta granulomatosa), coloragdo de Grocott (
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para identificacdo das estruturas fangicas), corante para marcacao das fibras
reticulares e deposicao de coldgeno (para identificacdo da formacdo e estrutura
granulomatosa). Uma vez desidratadas com concentracdes crescentes de alcool (de
80% ao absoluto) e lavadas com xilol, as laminas foram montadas com Entellan
(Merk). Os fragmentos de tecidos depositados em laminas histolégicas foram
analisados com auxilio de microscépio 6tico comum acoplado a camera digital

(Olympus DP74 Color Microscope Camera).

3.6 Isolamento de leucdcitos do pulméo

Para digestéao do tecido pulmonar, pulmdées fragmentados por agcdo mecanica
foram incubados durante 30 minutos a 37°C em meio RPMI-1640 contendo 500
mg/mL de Colagenase do tipo Il (Gibco). Apbs esse periodo, a acdo da Colagenase
do tipo Il foi suspendida pela adicdo de RPMI-1640 contendo 5% de soro fetal bovino
- SFB (Gibco). Em seguida, os fragmentos apdés digestdo foram filtrados através de
poros de 100 uM e a suspensao obtida centrifugada e ressuspendida em 1 mL de
tampéao de lise de hemacias. Ap6s 1 minuto, a reacédo foi suspendida com PBS 1X e
apos centrifugacao e adicdo de 1 mL de RPMI-1640 contendo 5% de SFB, as células

foram contadas com auxilio de camera de Neubauer.

3.7 Citometria de Fluxo

Para a marcacéo de moléculas de superficie, 2x10° células foram separadas.
Para marcacdo de moléculas intracelulares, 2,5x10°8 células foram previamente
colocadas em cultura contendo RPMI-1640, 5% SFB, 1% penicilina/estreptomicina,
1% piruvato de sddio, 1% de amino&cidos ndo essenciais, 1% L-glutamina, 0.1% de
2-mercaptoetanol, 50 ng/mL de PMA (acetato de formol miristato), 500 ng/mL de
ionomicina e 1 pL/mL de brefeldina por 4 horas em estufa 37°C e 5% de CO.. Para
ambos os protocolos, as células foram lavadas com PBS 1X e marcadas com sonda
de viabilidade (Zombie Aqua Fixable, Biolegend), 20 minutos a temperatura
ambiente. Para marcacao de moléculas de superficie, as amostras foram lavadas e
apos bloqueio de ligaces inespecificas com 40 pL de anticorpo anti-mouse CD16/32

(BioLegend) por 20 minutos a 4°C, foram adicionados 20 uL dos anticorpos diluidos

47



Souza F.M. Material e Métodos

em PBS1X. Para marcacdo de moléculas intracelulares, as amostras foram lavadas
com tampéao de permeabilizacdo (PBS1 X contendo 0,5% de saponina), seguida de
bloqueio de ligacdes inespecificas com 40 pL de anticorpo anti-mouse CD16/32
(BioLegend) por 20 minutos a 4°C, e adicdo de 20 pL dos anticorpos diluidos em
tampé&o de permeabilizacdo. O citbmetro BD FACS Symphony™ A1 foi usado para
aguisicdo de 200.000-400.000 eventos totais. O programa FlowJo foi usado para
analise dos dados obtidos apds aquisicdo. Para esses ensaios foram usados
anticorpos para 0s seguintes marcadores: CD11c (clone N418), CD11lb (clone
M1/70), MHC-II (clone M5/114.15.2), CD64 (clone X54-5/7.1), Ly6G (clone 1A8),
Siglec F (clone E50-2440), CD3 (clone 145-2C11), TCR vé (clone GL3), CD8 (clone
53-6.7), CD4 (clone RM4-5), iINOS (clone W16030C), IFN-y (clone XMG1.2), IL-17
(clone TC11-18H10.1), IL-4 (clone 11B11), perforina (clone S16009A) e granzima
(clone GB11). Todos os anticorpos usados foram da BD Bioescience ou Biolegend
conjugados com diferentes fluorocromos: FITC, PE, APC, BV421, BV605, APC-CY7,
AF700, AF488, PE-CY7, PE-CY5, PE-DAZZLE 594, BV650, BV711, PACIFIC-BLUE,
BV786 e PERCP-CY5.5.

3.8 Imuno-histoquimica

Para reacdo de imuno-histoquimica, o Iébulo esquerdo do pulmao fresco foi
incorporado em meio Tissue-Tek® O.C.T, e congelado com auxilio de nitrogénio
liguido. Cortes de 5 um foram dispostos em laminas (StarFrost®, Knittel glass) e
fixadas com acetona 100%, -20°C durante 10 minutos. Apdés secagem completa do
corte em temperaturaambiente (TA), as laminas foram lavadas com PBS 1X e tratadas
com peroxido de hidrogénio 3%, por 30 minutos, TA. As etapas seguintes foram
executadas com auxilio do kit MACH1™. O bloqueio da avidina e biotina endégena
foi realizada com uso de avidina/biotina (MACH1™) por 15 minutos, seguida de
incubacdo com anticorpo primario para marcacdo de INOS (M-19, Santa
Cruz Biotechnology - Cat# sc-650 ) diluido em PBS1X, por 1h e 30 min a temperatura
ambiente. Ap6s adicdo do complexo avidina-biotina peroxidase (MACH1™), por 30
minutos, TA, foi adicionado diaminobenzidina (DAB) (MACH1™) até a revelacdo da
reacdo. ApOs lavagem com agua, as laminas foram coradas com hematoxilina e

eosina e desidratadas com concentracbes decrescentes de alcool (80%-alcool
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absoluto) e tratadas com xilol. Uma vez montadas com Entellan (Merk) foram
analisadas com auxilio de microscopio 6tico comum acoplado a camera digital

(Olympus DP74 Color Microscope Camera).
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4. RESULTADOS

4.1. A sinalizacéo via Blimp-1 esta associada ao aumento da carga fangica na

PCM experimental

Para determinar o papel de Blimp-1 no controle da infec¢éo por P. brasiliensis
(Pb18), camundongos deficientes de Blimp-1 em linfocitos T (Blimp-1CKO) e controles
selvagens saudaveis (WT) foram infectados por via intravenosa com Pb18. Nos dias
7,15 e 30 poés-infeccdo (p.i), o tecido pulmonar desses animais foi coletado e a
recuperacdo de leveduras viaveis foi determinada pelo ensaio da contagem de
unidades formadoras de colonias (CFU). Durante o curso da infeccdo fangica,
observamos que os animais Blimp-1CKO apresentaram uma reducéo significativa de
CFU no tecido pulmonar quando comparados com os animais controles nos diferentes
tempos avaliados (Fig. 9 A).

Em seguida, a partir de cortes histologicos confeccionados a partir do I6bulo
esquerdo dos pulmdes submetidos a coloracdo por impregnacao por prata - técnica
de Grocott analisamos a presenca de estruturas fungicas no interior dos granulomas.
No 30 dia p.i., no tecido pulmonar dos animais WT observamos granulomas
compactos, e no interior dos mesmos € possivel observar grande namero de fungos
em agrupamentos ou cachos, alguns com brotamentos simples ou maltiplos *~ em roda
de leme ~ (processo de reproducao fungica) (Fig. 9 B e D). No entanto, no tecido
pulmonar dos animais Blimp-1CKO, na maioria das regides do granuloma néo foi
possivel detectar as estruturas fungicas (Fig. 9 C e E), corroborando com os dados
da contagem de unidades formadoras de colonias. Esses dados em conjunto indicam
que a sinalizacédo de Blimp-1 em linfécitos T impede o controle da replicacédo flngica,
conferindo susceptibilidade a PCM experimental.
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Figura 9. Blimp-1 favorece a progressdo da PCM experimental. Camundongos WT e Blimp-1CKO
foram infectados intravenosamente com 1x10° leveduras viaveis de Pb18. Nos dias 7,15 e 30 dias p.i.
o Iébulo inferior direito do pulm&o foi coletado, macerado e plaqueado em meio de cultura BHI : agar e
(A) o numero de unidades formadoras de colénias (CFU) foi determinado de acordo com a dilui¢éo e o
peso dos animais. (B) No dia 30 p.i., o Pb18 foi identificado no pulm&o dos respectivos animais apos a
coloracgédo do tecido pelo método de Grocott no (B e C) aumento de 100x e (D e E) de 400x. Os dados
representam a média + SEM (or SD) de 3-6 animais por grupo experimental de trés experimentos
independentes. *p < 0,05 e **** p < 0,0001, conforme determinado pelo teste t de Student. WT = Blimp-
17 CD4 Cre-; Blimp-1CKO = Blimp-17f CD4 Cre+,

52



Souza F.M. Resultados

4.2. Blimp-1 modula a resposta inflamatéria granulomatosa durante a PCM

experimental

Na perspectiva de compreender o papel da expressao de Blimp-1 em linfocitos
T na resposta inflamatoria granulomatosa durante a PCM experimental, nesta etapa,
confeccionamos cortes parafinados de 5 um de espessura de pulmdes provenientes
de ambos 0s grupos experimentais infectados e coramos com hematoxilina e eosina.

Na primeira semana de infeccdo, ndo observamos diferengas significativas na
analise histopatoldgica nos pulmdes dos animais WT e Blimp-1CKO infectados nos
grupos analisados (Fig. 10 A-D). Porém, na segunda semana de infeccdo, notamos
que o grupo Blimp-1CKO apresentou um infiltrado de células mononucleares mais
intenso, onde observou-se alteracdes na arquitetura pulmonar associadas a reducao
do espaco aéreo (Fig. 10 F e H). No parénquima, ha regides de colapso alveolar
difusas pelo tecido, associado a intenso infiltrado inflamatoério misto difuso. Por sua
vez, 0 grupo controle mostrou espaco aéreo com comprometimento leve e focal,
somado a presenca de infiltrado inflamatdrio misto (associado a presenca do P.
brasiliensis) com predominancia de células mononucleares (Fig. 10 E e G). Esse dado
sugere gque na segunda semana de infeccéo, a expressao de Blimp-1 limita o acGmulo
de leucadcitos nos pulmdes de camundongos infectados com Pb18.

Quatro semanas apos infeccdo, a andlise histopatolégica dos pulmdes dos
camundongos controles revelou comprometimento leve e focal no espaco aéreo
associado a presenca de infiltrado inflamatério misto com predominancia de células
mononucleares. Nesse infiltrado inflamatdrio detectamos a presenca de granulomas
(com muitas formas leveduriformes do P. brasiliensis) grandes e maduros contendo
células epitelidides e gigantdcitos cercados por células mononucleares (Fig. 10 | e K).
Interessantemente, a andlise dos pulmdes do grupo Blimp-1CKO evidenciou
preservacdo do espaco aéreo com leve infiltrado inflamatério misto e multifocal nas
regides peribronvasculares. Nesse infiltrado, detectamos a presenca de granulomas
pequenos com poucas ou nenhuma forma leveduriforme, muito semelhante ao
observado com 7 dias p.i. (Fig. 10J e L).

Para uma andlise mais minuciosa das alteragfes teciduais entre os grupos de

animais infectados, usamos coloracgdes seletivas para demonstracdo da deposicéo e
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distribuicdo das fibras de colageno e reticulina nas estruturas granulomatosas na
guarta semana de infeccéao.

Nos camundongos controles, observamos intensa deposi¢ao de colageno do tipo
I, evidenciado pela densa coloragéo vermelha, (Fig. 11 A e C) e de fibras reticulares
(colageno do tipo Ill) evidenciada pela densa coloracdo preta, (Fig. 11 E e G),
delimitando a area com a presenca de estruturas fungicas leveduriformes e a zona
periférica dos granulomas. No grupo Blimp-1CKO, em contrapartida, h& reducdo da
intensidade de marcacgéo para ambas as coloracdes (Fig. 11 B e D; F e H).

Em resumo, esses dados mostram que no inicio da fase crénica da doenca, a
auséncia de Blimp-1 reduz os parametros associados com a progressao da resposta

inflamatéria e da formacgéo do granuloma.
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Figura 10. Cinética diferencial do influxo de leucocitos para o local da infecgdo na presenca de
Blimp-1. Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x108 leveduras
viaveis de Pb18. Fotomicrografias de se¢bes do tecido pulmonar corados com hematoxilina e eosina
foram avaliados apos 7 (A-D), 15 (E-H) e 30 (I-L) dias p.i. As setas indicam o Pb18 associado a
presenca de inflamag&o mista com predominancia de células mononucleares. Os asteriscos mostram
regides de colapso alveolar difusas. As imagens A, B, E, F, | e J mostram aumento de 100x ou barra
de escala de 200 um. As imagens C, D, G, H, K e L sdo ampliagdes (aumento de 400x ou barra de
escala de 50 um) da area indicada pelo retangulo destacado na imagem que antecede o respectivo
grupo. Dados representativos de trés experimentos independentes. WT = Blimp-1 7 CD4 Cre; Blim-
1CKO = Blimp-1 CD4 Cre+,
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Figura 11. Camundongos deficientes de Blimp-1 apresentam reduc¢éo resposta granulomatosa
durante a PCM experimental. (A) Camundongos WT e BIlimp-1CKO foram infectados
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intravenosamente com 1x10% leveduras viaveis de Pbl8 e avaliados 30 dias p.i. Imagens
representativas de cortes histolégicos do l6bulo esquerdo do pulmao submetidos a coloracao de (A-D)
Picrosirius Red, (os asteriscos mostram areas de deposicao de colageno tipo I, indicadas pela intensa
coloracdo avermelhada, e de (E-H) Reticulina (os asteriscos destacam a deposi¢ao de colageno tipo
I, coradas de preto adjacentes as estruturas fungicas), analisadas por microscopia de luz. Imagens A,
B, E e F mostram aumento de 100x ou barra de escala de 200 um. Imagens C, D, G e H sdo ampliacdes
(aumento de 400x ou barra de escala de 50 pm) da area indicada pelo retangulo destacado na imagem
que antecede o respectivo grupo. Dados representativos de trés experimentos independentes. WT =
Blimp-1% CD4 Cre-; Blimp-1CKO = Blimp-1 % CD4 Cre+,

4.3. Blimp-1 atenua a expanséao de linfécitos T durante a PCM experimental

A fim de entendermos 0s mecanismos associados com o controle da replicacéo
fungica e a cinética de migracéo celular nos pulmdes dos camundongos Blimp-1CKO,
determinamos e mensuramos o perfil de células imunes presentes no compartimento
pulmonar.

Na fase mais precoce da infec¢ao fingica (duas semanas apoés infeccdo), ponto
em que detectamos diferencas na carga fangica e intenso acimulo de células no local
da infeccdo, usamos marcadores para identificacdo das seguintes subpopulacfes de
linfécitos: NK (NK 1.1 *, CD3 ), NKT (NK 1.1 *,CD3*), Tyd * (NK 1.1 -, CD3 *, TCR
6 *), CD4 * e CD8 *.

Nossos dados representativos das populagdes de células T, NK, NKT, T CD4*,
T CD8* e T vyd * estao representados na Fig. 12 A-C. Analisando isoladamente cada
um dos grupos, nossos dados mostraram uma reducao da frequéncia de populacées
de células NK (Fig. 12 D e G) e NKT (Fig. 12 E e H) nos animais Blimp-1CKO em
relagdo ao grupo controle, no entanto ndo observamos altera¢gdes no nimero absoluto
dessas populaces. Observamos também, elevacdo tanto do porcentual como do
ndmero absoluto de linfocitos T (Fig. 12 F e I) nos pulm&es de camundongos Blimp-
1CKO infectados. Analisando as populactes dentro da gate de linfécitos T (CD3")
negativos para TCR yd, observamos, aumento do porcentual e do numero absoluto
dos subtipos de linfécitos T CD4* (Fig. 12 K e N), no entanto as células CD8* (Fig. 12
L e O) apresentaram uma reducdo do porcentual, porém aumento do numero
absoluto. Este mesmo resultado foi observado para os linfocitos T y6* (Fig. 12 J e M).

Na fase mais tardia da infeccdo fungica (quatro semanas apoés infeccéo)
avaliamos as populacdes de linfécitos T CD3 *mas, diferente da segunda semana néo

detectamos diferencas quanto a frequéncia ou numero absoluto dessa populagéo
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(Fig. 13 Ae D) ou de células T CD4* (Fig. 13 B e E) ou CD8" (Fig. 13 C e F) entre os
grupos analisados.
Em resumo, esses dados mostram que Blimp-1 atenua a expanséo de células

T yd*, CD4*, CD8" no local da infecgéo nas fases iniciais da PCM experimental.
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Figura 12. Blimp-1 atenua a expanséo de linfécitos T durante a PCM experimental. Camundongos
WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x10°¢ leveduras viaveis de Pb18. Apos 15
dias de infeccéo, os pulmdes foram coletados, submetidos a digestdo e a suspensao de células obtida
foi analisada para a identificacdo de subtipos de linfocitos por citometria de fluxo. De cada amostra,
adquiriu-se 400.000 eventos analisados. Itens (A, B e C) mostram imagens representativas das
populagBes de células T, NK, NKT, T CD4*, T yd* e T CD8*, selecionadas com base na média dos
dados obtidos de acordo com o especificado nos graficos da frequéncia de cada populacdo (D-F e J-
L). (G-I e M-0O) indicam o nimero absoluto das mesmas populacdes. Dados representativos de trés
experimentos independentes. Resultados representados pela média dos valores coletados
individualmente + DP (n = 7-8). * Refere-se ao valor de p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001, conforme determinado pelo teste t de Student. Barras horizontais mostram diferenca estatistica
significativa entre os grupos analisados. WT = Blimp-1 7 CD4 €r¢-; Blimp-1CKO = Blimp-17f CD4 Cre+,
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Figura 13. Andlise das populacgdes de linfécitos T com quatro semanas apds infec¢cdo com Pb18.
Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x108 leveduras viaveis de
Pb18. Apos 30 dias de infec¢do, os pulmdes foram coletados, submetidos a digestdo e a suspenséo
de células obtida foi analisada para a identificacdo de subtipos de linfocitos por citometria de fluxo. De
cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos analisados. Porcentagem (A-C) e nimero absoluto (D-F)
de linfécitos CD3*, CD4* e CD8*. Dados representativos de trés experimentos independentes.
Resultados representados pela média dos valores coletados individualmente = DP (n = 4-5). Barras
horizontais mostram diferencga estatistica significativa entre os grupos analisados. WT = Blimp-1 CD4
Cre-» Blimp-1CKO = Blimp-1 " CD4 Cre*,

4.4.Blimp-1reduz apresencade linfocitos Tyd *IL-17 *nafase inicial dainfeccéo

nos pulmodes

Em acordo com os dados anteriores, exploramos a atividade funcional de
subpopulacdes de linfécitos T através da marcacgao de citocinas intracelulares que sao
classicamente associadas com a susceptibilidade ou resisténcia a infeccéo fungica
causada pelo P. brasiliensis.

ApoOs o cultivo da suspensdo de células separadas apdés a digestdo dos
pulmbes com estimulo inespecifico, notamos aumento significativo da frequéncia
linfécitos T yd * produtores de IL-17 nos camundongos Blimp-1CKO com 15 dias de
infeccdo em comparagdo aos controles, ao passo que, ndo observamos diferencas
quanto a frequéncia de células T y&* produtoras de IFN-y nessa populacédo entre os
grupos analisados (Fig. 14 A-B). Esse resultado indica que a auséncia de Blimp-1

esta relacionada com o aumento das células T yd * produtoras de IL-17 * nos pulmdes.
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Figura 14. Blimp-1 limita o acumulo de linfécitos T y8* IL-17* nos pulmdes durante a PCM
experimental. Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x10°%
leveduras viaveis de Pb18. ApGs 15 dias de infeccdo, os pulmdes foram coletados, submetidos a
digestdo e a suspensdo de células obtida foi analisada para a avaliagdo da atividade funcional de
subpopulag@es de linfocitos T por citometria de fluxo. De cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos
analisados. A imagem (A) é representativa da frequéncia de IL-17 e IFN-y analisada dentro da
populagdo T yo*. (B) Porcentagem de células T yd* IL-17*e (C) T y0* IFN-y *. Dados representativos de
trés experimentos independentes. Resultados representados pela média dos valores coletados
individualmente + DP (n = 8). *** Refere-se ao valor de p < 0,001, conforme determinado pelo teste t
de Student. Barras horizontais mostram diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados.
WT = Blimp-17 CD4 €re-; Blimp-1CKO = Blimp-17 CD4 Cre+,

4.5. A progressédo da PCM experimental esta associada a reducao de respostas
Thle Tcl

Concomitantemente, avaliamos a producdo dessas mesmas citocinas pelos
linfécitos T do subtipo CD4* e CD8". Interessantemente, verificamos na segunda
semana de infeccdo, que a porcentagem de células T CD4* IFN- y * é elevada no
grupo Blimp-1CKO em comparacdo ao grupo controle (Fig. 15 A e B). Em adicao,
investigamos a porcentagem de células T CD4* IL-17 *, que por sua vez, nao diferiu
entre os grupos analisados (Fig. 15 Ae C).

Aléem das citocinas associadas com a resisténcia a infec¢cdo, também
averiguamos a frequéncia de linfocitos T CD4* IL-4 *, que € associada com
susceptibilidade a infeccdo, mas nao identificamos diferencas na frequéncia dessa
populacdo quando comparamos os grupos Blimp-1CKO e controles (Fig. 15 A e D).

Nos linfécitos T do subtipo CD8* ndo observamos alteracfes na porcentagem
de células T CD8* IFN- y *, CD8* IL-17 * ou CD8" IL-4 * (Fig. 16 A-C). Também,

avaliamos a populacdo de células T CD8" produtoras de perforina (Perforin*) ou
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granzima (Gzm B*), mas ndo observamos diferencas na frequéncia dessas células
nos pulmdes dos grupos analisados (Fig. 16 D e E).

Ao avaliarmos a atividade funcional dos linfécitos T na quarta semana,
detectamos elevacgéo da frequéncia de células CD4*IL-4*, CD4*IFN- y* e CD8" IFN- y*
no grupo Blimp-1CKO em relacéo aos controles (Fig. 17 A-C).

Coletivamente, esses resultados sugerem que a expressao de Blimp-1 limita a
producéo de IFN- y pelas células T CD4* desde o inicio da infec¢do, e também pelas

células T CD8" na fase mais tardia.
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Figura 15. Blimp-1 reduz respostas Thl 15 dias p.i. Camundongos WT e Blimp-1CKO foram
infectados intravenosamente com 1x108 leveduras viaveis de Pb18. Apds 15 dias de infeccao, os
pulmdes foram coletados, submetidos a digestédo e a suspenséo de células obtida foi analisada para a
avaliacdo da atividade funcional de subpopula¢des de linfécitos T por citometria de fluxo. De cada
amostra, adquiriu-se 400.000 eventos analisados. A imagem (A) é representativa da frequéncia de IL-
17, IL-4 e IFN- v, analisados dentro das populagdes de linfocitos T CD4*. Porcentagem de células T
(B) CD4* IFN- v+, (C) CD4* IL-17 *, (D) CD4* IL-4*. Dados representativos de trés experimentos
independentes. Resultados representados pela média dos valores coletados individualmente £ DP (n
= 4-6). * Refere-se ao valor de p < 0,05, conforme determinado pelo teste t de Student. Barras
horizontais mostram diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados. WT = Blimp-1 CD4
Cre-; Blimp-1CKO = Blimp-1f CD4 Cre+,
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Figura 16. Blimp-1 ndo modula respostas de linfécitos T CD8* 15 dias p.i. Camundongos WT e
Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x10°© leveduras viaveis de Pb18. Apds 15 dias
de infeccdo, os pulmes foram coletados, submetidos a digestéo e a suspensédo de células obtida foi
analisada para a avaliacao da atividade funcional de subpopula¢g8es de linfécitos T por citometria de
fluxo. De cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos analisados. Porcentagem de células T (A) CD8*
IFN- y*, (B) CD8* IL-17*, (C) CD8" IL-4*, e (D) CD8* GzmB* (E) CD8* Perforin*. Dados representativos
de trés experimentos independentes. Resultados representados pela média dos valores coletados
individualmente + DP (n = 4-7). Barras horizontais mostram diferenca estatistica significativa entre os
grupos analisados. WT = Blimp-1 CD4 Cre-; Blimp-1CKO = Blimp-1 CD4 Cre*,
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Figura 17. Blimp-1 restringe a expansédo de CD4" IFN-y*, CD4" IL-4* e CD8" IFN-y* 30 dias p.i.
Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x10°¢ leveduras viaveis de
Pb18. Apos 30 dias de infeccéo, os pulmdes foram coletados, submetidos a digestdo e a suspensao
de células obtida foi analisada para a avaliac@o da atividade funcional de subpopulagées de linfécitos
T por citometria de fluxo. De cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos analisados. De cada amostra,
adquiriu-se 400.000 eventos. Porcentagem de células T (A) CD4* IFN- y*, (B) CD4* IL-17*, (C) CD4*
IL-4%, (D) CD8* IFN- v*, (E) CD8* IL-17* e (F) CD8* IL-4*. Dados representativos de trés experimentos
independentes. Resultados representados pela média dos valores coletados individualmente £ DP (n
= 4-5). * Refere-se ao valor de p < 0,05 e ** p < 0,01, conforme determinado pelo teste t de Student.
Barras horizontais mostram diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados. WT = Blimp-
17 CD4 Cre-; Blimp-1CKO = Blimp-17f CD4 Cre+,
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4.6. Blimp-1 promove alteracdes no perfil de células mieloides presentes nos

pulmdes

Para complementar os resultados obtidos da caracterizacdo dos linfocitos,
também determinamos e mensuramos a populacdo mieloide presentes nos pulmdes,
ja que sao células que fazem parte do granuloma.

Usamos marcadores para a identificacdo de macréfagos (M¢) alveolares
(MHC-II *, CD64 *, Siglec F *, CD11c *), macréfagos alveolares transicionais (MHC-II
*, CD64 *, Siglec F ", CD11c *), células dendriticas derivadas de medula 6ssea —
MoDCs ou macréfagos intersticiais (MHC-Il *, CD64 *, Siglec F -, CD11c *) (Fig. 18
A), neutrdfilos (Ly6G *, CD11b *), eosindfilos (Siglec F *, CD11b *) (Fig. 19 A), células
dendriticas convencionais (cDCs) do tipo 1 (MHC-II *, CD64 -, CD11c *, CD11b ") e
do tipo 2, (MHC-II *, CD64 -, CD11c *, CD11b *) (Fig. 19 F), comparando tanto a
frequéncia como o0 numero absoluto dessas subpopulacdes, entre 0s grupos
experimentais.

Nos camundongos Blimp-1CKO apdés 15 dias de infec¢do, houve reducao da
frequéncia das populacbes de macréfagos alveolares residentes (Fig. 18 B),
transicionais derivados de medula 6ssea (Fig. 18 C), eosindfilos (Fig. 19 C), e de
células dendriticas convencionais do tipo 1 (Fig. 19 G). Por sua vez, houve elevacao
da frequéncia da populacdo de células identificadas como dendriticas derivadas de
mondcitos/ macrofagos intersticiais (Fig. 18 D) e de células dendriticas convencionais
do tipo 2 (Fig. 19 H). A expressao de Blimp-1, porém ndo afetou a frequéncia de
neutroéfilos (Fig. 19 B).

Em relagdo ao numero absoluto de células mieloides, verificamos aumento na
quantidade de macro6fagos alveolares transicionais (Fig. 18 F), células dendriticas
derivadas de mondcitos/ macréfagos intersticiais (Fig. 18 G), e de células dendriticas
convencionais do tipo | e Il (Fig. 19 1-J) nos camundongos Blimp-1CKO. Em
contrapartida, houve elevacdo do numero absoluto de eosindfilos (Fig. 19 E) nos
camundongos controles. Adicionalmente, ndo encontramos alteragbes no numero
absoluto da populagdo de macrofagos alveolares residentes (Fig. 18 E) e neutrofilos

(Fig. 19 D) entre os grupos analisados.
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Em resumo, esses dados mostram que a expressdo de Blimp-1 esta
relacionada com um perfil especifico de células mieloides no foco inflamatério com 15

dias de infecgdo na PCM experimental.
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Figura 18. Blimp-1 altera o perfil de populacbes de macréfagos nos pulmdes apés infeccédo
fangica. Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados intravenosamente com 1x10°8 leveduras
viaveis de Pb18. Apos 15 dias de infecgdo, os pulmdes foram coletados, submetidos a digestao e a
suspensao de células obtida foi analisada para a avaliagao das popula¢des mieloides por citometria de
fluxo. De cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos analisados. (A) mostra imagem representativa
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das populacdes de macréfagos alveolares, macréfagos alveolares transicionais e MoDC/ macrofagos
intersticiais. (B-D) Porcentagem e (E-G) numero absoluto de macréfagos alveolares, transicionais,
MoDC/ macrofagos intersticiais. Dados representativos de trés experimentos independentes.
Resultados representados pela média dos valores coletados individualmente £ DP (n = 7-8). ). * Refere-
se ao valor de p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, conforme determinado pelo teste t
de Student. Barras horizontais mostram diferenga estatistica significativa entre os grupos analisados.
WT = Blimp-17 CD4 ©r¢-; Blimp-1CKO = Blimp-17 CD4 Cre+,
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Figura 19. Blimp-1 altera o perfil de eosinofilos e células dendriticas convencionais presentes
no ambiente pulmonar apds infecgao fungica. Camundongos WT e Blimp-1CKO foram infectados
intravenosamente com 1x108 leveduras viaveis de Pb18. Apos 15 dias de infecgao, os pulmdes foram
coletados, submetidos a digestao e a suspensao de células obtida foi analisada para a avaliagdo das
populacdes mieloides por citometria de fluxo. De cada amostra, adquiriu-se 400.000 eventos
analisados. (A e F) mostram imagens representativas das populag8es de neutrofilos, eosinofilos, cDC1
e cDC2. (B-C) Porcentagem e (D-E) nimero absoluto de neutrofilos e eosindfilos. (G-H) Porcentagem
e (I-J) nimero absoluto de cDC1 e cDC2. Dados representativos de trés experimentos independentes.
Resultados representados pela média dos valores coletados individualmente + DP (n = 7-8). * Refere-
se ao valor de p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, conforme determinado pelo teste t
de Student. Barras horizontais mostram diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados.
WT = Blimp-17 CD4 €re-; Blimp-1CKO = Blimp-17 CD4 Cre+,
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4.7. Blimp-1 atenua a inducdo de mecanismos microbicidas em subpopulacdes

de células mieloides

Considerando o perfil distinto das populacdes mieloides, verificamos a
expressdo da enzima relacionada com a producédo de Oxido nitrico, a éxido nitrico-
sintase induzida (INOS), envolvido com a atividade microbicida a patégenos
intracelulares. Averiguamos a expresséo de INOS em todas as populacdes celulares
mieloides identificadas neste trabalho ap6s 15 dias de infeccdo, e observamos
aumento da frequéncia e do numero absoluto de macrofagos alveolares transicionais
(Fig. 20 A, D-E), MoDCs ou macrofagos intersticiais (Fig. 20 B, F-G), e cDCs do tipo
2 (Fig. 20 C,H-1) INOS*.

Para confirmar esses dados, avaliamos a expressao de iINOS em cortes
histol6gicos confeccionados de pulmdes de ambos 0s grupos experimentais pela
técnica de imuno-histoquimica, e observamos intensa expresséao de iINOS nos cortes
provenientes de animais Blimp-1CKO em comparacdo aos cortes histolégicos
provenientes de animais WT (Fig. 20 J).

Em sintese, esses resultados sugerem que Blimp-1 esta relacionado a inducao
de mecanismos microbicidas em macréfagos alveolares transicionais, MoDCs ou

macrofagos intersticiais e cDCs do tipo 2, modulando a expressao de iNOS.
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Figura 20. Blimp-1 em linfécitos T modula a inducdo de mecanismos microbicidas em
subpopulacdes de células mieloides. Camundongos WT e BIlimp-1CKO foram infectados
intravenosamente com 1x10°8 leveduras viaveis de Pb18. Apds 15 dias de infeccéo, os pulmdes foram
coletados, submetidos a digestdo e a suspenséo de células obtida foi analisada para a avaliacdo da
atividade funcional das popula¢gBes mieloides por citometria de fluxo. De cada amostra, adquiriu-se
400.000 eventos analisados. (A, B e C) Imagens representativas das populacdes de macréfagos
alveolares, transicionais, MoDC/ macréfagos intersticiais, e cDC2 que expressam iNOS. Porcentagem
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e nimero absoluto de (D e E) macrdfagos alveolares transicionais iNOS*, (F e G) MoDC/ macréfagos
intersticiais INOS*, e (H e 1) cDC2 INOS* (J) Marcacdo da expressdo de iINOS usando imuno-
histoquimica em cortes histologicos confeccionados dos pulmdes de camundongos Blimp-1CKO e WT.
Dados representativos de trés experimentos independentes. Resultados representados pela média dos
valores coletados individualmente + DP (n = 7-8). ** Refere-se ao valor de p < 0,01, *** p < 0,001, ****
p < 0,0001, conforme determinado pelo teste t de Student. Barras horizontais mostram diferenca
estatistica significativa entre os grupos analisados. WT = Blimp-1 7 CD4 €r¢-; Blimp-1CKO = Blimp-1
CD4 Cre+.

69



Discussao



Souza F.M. Discussao

5. DISCUSSAO

A regulacao da resposta imune, em qualquer doenca inflamatéria, € um aspecto
importante a ser investigado. Recentemente, Nn0SSO grupo Mostrou que a expressao
de Blimp-1 em linfécitos T € essencial para resisténcia a infeccdo causada pelo
protozoario T. cruzi. Nesse estudo, camundongos deficientes de Blimp-1 desenvolvem
respostas Thl exacerbadas, associadas a secrecgdo excessiva de TNF-a e NO, e a
auséncia de IL-10, que reflete na perda do controle da replicacdo do parasita e na
reducado da sobrevida dos camundongos CKO (BENEVIDES et al., 2023).

A susceptibilidade a PCM ¢é atribuida a respostas Th2/Th9, enquanto a
resisténcia a respostas Th1/Thl7, que em excesso, € deletéria pois pode causar
inflamacéo exacerbada seguida da formacédo de fibrose (DE CASTRO et al., 2013;
MENDES et al.,, 2017). Pensando nisso, avaliamos qual o papel desse fator de
transcricao durante a PCM experimental.

No presente estudo, demostramos que a sinalizacdo via Blimp-1 atenua a
inducdo de respostas imunes protetoras para o controle da replicacdo fungica. Tal
conclusao baseia-se em resultados que mostram que os animais deficientes de Blimp-
1, quando infectados, sdo mais eficientes na eliminacdo do Pbl18, esse dado foi
associado a reducao da resposta granulomatosa. De modo mais detalhado, esse fator
de transcricao limita 0 acumulo de leucécitos no sitio de infeccéo no inicio do processo
infeccioso. Dentre os quais, das populacdes de linfocitos T CD4* IFN-y*, CD8" IFN-y*
e vo* IL-17*, o que reflete na reducdo da expansdo de células fagociticas MHC-II*
CD11b* produtoras de 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) no parénquima pulmonar.

A auséncia da regulacdo de Blimp-1 em linfécitos T é relacionada ao controle
da replicagdo do Pb18 nas fases iniciais da PCM experimental (na primeira semana
apos a infecgdo). Surpreendentemente, apds quatro semanas de infec¢do, néo
detectamos a presenca de leveduras na maioria dos locais de foco granulomatoso no
tecido pulmonar. Em adigéo, diferentemente dos controles, que apresentaram intensa
deposicao de colageno do tipo | e Il dispostas em torno das estruturas fungicas, o
grupo Blimp-1CKO mostrou distribuicdo aleatéria de colageno do tipo Il (fibra de
reticulina), e reducéo da deposicéo de colageno do tipo |, aspectos que evidenciam
reducdo da formacédo do granuloma em virtude da eliminacdo do patégeno. Nossos

resultados corroboram com os dados publicados por Oca e colaboradores, que
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usando modelos de infeccdo com Plasmodium sp. e Leishmania sp., ressaltam que a
expresséo de Blimp-1 propicia a progresséao da parasitemia e do parasitismo durante
a malaria e leishmaniose visceral experimental, respectivamente (OCA et al., 2016).

Ha que se notar que nos Nossos experimentos que a reducao da recuperagao
de fungos viaveis nos pulmdes no grupo Blimp-1CKO, néo foi associada a reducdo da
sobrevida desses animais, apesar da carga fungica ter sido detectavel ja na primeira
semana de infeccao, e ligada a inducédo de resposta inflamatoria aguda na segunda
semana de infeccdo. Interessantemente, esse padrdo de resposta inflamatoria,
modificou-se na quarta semana de infec¢ao, na qual detectamos a presenca de leve
infiltrado inflamatério nas regides peribronvasculares.

Em modelos experimentais infectados com protozoarios foi demostrado que a
auséncia de Blimp-1 esta relacionada com a inducdo de respostas inflamatérias
exacerbadas, refletindo no desenvolvimento de patologia tecidual, porém a carga
parasitaria e sobrevivéncia desses animais apresentam correlacdes diferentes.

Esses estudos ressaltam que o desenvolvimento do dano tecidual € decorrente
da producao elevada de IFN-y e TNF-a em um ambiente ausente da secrecgao IL-10
(NEUMANN et al., 2014; OCA et al., 2016; BENEVIDES et al., 2023). Na evolucao da
infeccdo fungica com Pbl18 os camundongos Blimp-1CKO apresentaram respostas
inflamatorias intensas, porém restrita ao inicio do curso da infeccdo e ndo houve o
estabelecimento de uma doenca crbnica e consequentemente, o desenvolvimento de
leséo tecidual. Pressupomos que a presenca da resposta inflamatéria mediada pelos
linfécitos T CD4* na fase mais precoce da PCM experimental estd associada a
presenca de mecanismos que modulam negativamente as respostas associadas ao
dano tecidual e positivamente aos mecanismos de eliminacéo do fungo.

Em relacdo ao impacto da resposta inflamatéria no controle ou progresséo da
infecgdo, notou-se diferentes desfechos entre os modelos de infeccdo usados. No
caso da infeccdo causada pela Leishmania donovani, a expressao de Blimp-1
promove aumento do parasitismo tecidual (OCA et al., 2016). Esse mesmo desfecho
foi observado na resposta fungica descrita nesse trabalho, no qual a expressao de
Blimp-1 promove aumento da carga fungica. Divergente do resultado do presente
estudo, a expressao de Blimp-1 ndo afeta o controle do parasitismo tecidual na
infeccdo causada pelo Toxoplasma gondii, e promove o controle do parasitismo
tecidual apoés infecgdo com Trypanosoma cruzi (NEUMANN et al., 2014; OCA et al.,
2016; BENEVIDES et al., 2023). Acreditamos que no presente estudo, a caracteristica
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de crescimento lento do Pb18 somado a presenca de respostas inflamatorias robustas
nas fases iniciais da infec¢do contendo células (CD4*IFN-y* e y&*IL-17") associadas a
protecdo ao Pbl8 foram fatores determinantes para esse desfecho (BRUMMER;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993; MENDES et al., 2017).

A resposta inflamatéria intensa desencadeada como consequéncia da
auséncia da sinalizacdo de Blimp-1 também ndo apresenta uma associacédo direta
com a sobrevida, uma vez que ndo afeta a sobrevida de animais submetidos ao
modelo de leishmaniose experimental, mas diminui a mortalidade de animais
submetidos ao modelo de toxoplasmose e da doenca de chagas experimental
(NEUMANN et al., 2014; OCA et al., 2016; BENEVIDES et al., 2023). No nosso estudo,
a sobrevida dos animais infectados experimentalmente com o Pb18 néo foi avaliada,
porém pelas andlises dos pulmfes com 30 dias p.i. acreditamos que expressao de
Blimp-1 possa ser relacionada com a mortalidade dos animais. Somado a esse fator,
acreditamos que a eliminacédo lenta do patégeno, associada a inducao de resposta
inflamatoria aguda (na segunda semana de infeccdo) seguida de uma resposta
inflamatoria crénica (na quarta semana de infec¢céo) contribuiu para esse desfecho.

Esses dados sao interessantes, pois revelam que ha particularidades em
relacdo ao papel de Blimp-1 na resposta desencadeada por diferentes protozoarios e
em relacdo ao papel de Blimp-1 a infec¢éo fungica causada pelo Pb18.

A constatacdo que Blimp-1 modula o desenvolvimento de respostas
inflamatoérias também se aplica a modelos de inflamacao estéril. Nosso grupo ja
demonstrou no modelo de asma alérgica que Blimp-1 limita respostas inflamatorias
exacerbadas no parénquima pulmonar (BENEVIDES et al., 2019). Outros estudos
mostram esse que Blimp-1 limita: i) a insulite e o desenvolvimento de diabetes em
camundongos NOD (modelo de diabetes autoimune); i) a gravidade da
encefalomielite autoimune experimental (EAE) e da doencga coronariana associada a
diabetes (DM-DCD) (LIN et al., 2013; LIN et al., 2014; CHEN et al., 2021).

A reducao da carga fungica na auséncia do Blimp-1 durante as fases iniciais da
infeccdo aguda nos levou a busca pela identificacdo das células presentes nos
pulmbes com intuito de associad-las com a protecdo a PCM experimental. A
caracterizacdo dos linfocitos presentes nos pulmdes revelou que duas semanas ap6s
infeccdo houve acumulo de linfocitos T dos subtipos yd*, CD4* e CD8* no
compartimento pulmonar de camundongos Blimp-1CKO quando comparado aos

controles. Sabe-se que mediante ativagdo, linfécitos T deficientes de Blimp-1
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apresentam maior capacidade de expanséao que controles. Esse dado foi demonstrado
por Kallies et al., apés a quantificacdo de células T CD8* antigeno especificas em
camundongos Prdm19/9® e controles infectados com HSV. A propriedade expansiva
dessas células é decorrente de desregulagdo da sua homeostase, que confere as
células T Prdm19%/de vantagem proliferativa e resisténcia a inducdo de mecanismos
de morte celular (KALLIES et al., 2006).

No que diz respeito a atividade funcional, nessa mesma fase, observamos
proporcao elevada em animais Blimp-1CKO de células T CD4* produtoras de IFN-y*.
Nosso grupo jA& demonstrou que respostas Thl sdo protetoras frente a PCM
experimental. Tais células ndo s6 aumentam a capacidade de ativacao de macréfagos
infectados, como também a secrecdo de CCL2, CCL5, CXCL9 e CXCL10, e a
expressdo de CCR5 e CXCR3, importantes para o recrutamento de células
mononucleares, que além da atividade microbicida desempenham papel fundamental
na formagdo da estrutura granulomatosa, que é outro mecanismo de protecdo contra
a disseminacéo fangica (SOUTO et al., 2000; SOUTO et al., 2003). Acreditamos que
0 acumulo dessas células nos pulmdes compde um dos mecanismos de protecdo
associados ao controle da replicacdo fungica observada nos camundongos Blimp-
1CKO.

E consensual que embora Blimp-1 néo afete a capacidade de diferenciacéo
inicial de células Thl in vitro, quando essas células séo diferenciadas em condicdes
apropriadas para esse subtipo, a sintese de IFN-y, citocina importante para
manutencdo dessas células, leva a repressao desse fator de transcricdo, que é
sabidamente repressor dos genes tbx21 e ifng, associados a diferenciagcao terminal
Thl (KALLIES et al., 2006; CIMMINO et al., 2008). Mediante a exposicao a estimulo
policlonal, células efetoras ou células T naives (estimuladas previamente em
condi¢cbes neutras com a- CD3, a- CD28 e IL-2) provenientes de camundongos CKO
apresentam elevacdo da secrecdo de IFN-y em relacdo as respectivas células
controles (MARTINS et al., 2006; CIMMINO et al., 2008).

In vivo, animais deficientes de Blimp-1 em linfécitos T submetidos a afec¢gdes
de espectro inflamatério estéril (modelo de diabetes autoimune e encefalomielite
autoimune experimental (EAE)), desenvolvem respostas Thl mais robustas que
animais controles (LIN et al., 2013; LIN et al., 2014). Assim como nesses estudos,
acreditamos que no presente estudo Blimp-1 modula a resposta Thl na PCM

experimental, e refor¢ca nossa proposta de que Blimp-1 é um potencial candidato a
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alvo terapéutico na PCM experimental. Assim nosso dado abre perspectivas para
ensaios futuros com enfoque na modulagdo negativa desse fator de transcricdo em
linfécitos T para promocao de respostas Thl, favoraveis no tratamento da PCM.

Dando continuidade na caracterizacdo da atividade funcional, adicionalmente
houve também aumento da frequéncia da populacéo de células T y&* IL-17* no grupo
Blimp-1CKO. Diferentemente das células Thl7 que se diferenciam nos o6rgaos
linfoides periféricos, as células T yd* IL-17* murinas (que representa os subtipos de
células se T yd0* Vy4* e Vy6*) se diferenciam no timo embrionario (antes do
nascimento), e apos seu desenvolvimento, se distribuem para diferentes tecidos
periféricos incluindo tecidos linfoides, derme, figado e pulmdes, onde persistem como
células teciduais residentes com capacidade de autorrenovacao e vida longa (HAAS,
2012; PAPOTTO et al., 2017).

Haas et al., ap0s experimentos de transplante de medula de camundongos WT
para animais deficientes de IL-17A e IL-17F (IL-1af ) descreveram que células yd*
IL-17* ndo sao geradas na periferia em condic6es de homeostase, devido a auséncia
dessa populacdo no baco ou linfonodos de animais quiméricos (HAAS, 2012). No
entanto, Papotto e colaboradores demonstraram que a diferenciacdo de tais células
nos linfonodos drenantes a partir de células progenitoras da medula era possivel em
condigdes inflamatorias. Nesse ensaio, camundongos TCR&”- (Thy 1.2) reconstituidos
com células hematopoiéticas de camundongos WT (Thy 1.1), e posteriormente
submetidos ao modelo de EAE, apresentaram aumento da proporcao de células T yd*
IL-17* no bacgo, cérebro e linfonodos, no pico da doenca. A avaliagdo dessa populagéo
em diferentes 6rgdos antes do inicio dos sinais clinicos da doenca, revelou acamulo
dessas células nos linfonodos expressando marcador de proliferacdo Ki67. Nesse
local, essas células se diferenciaram mediante a sinalizagdo via receptor de IL-23
(PAPOTTO et al., 2017).

A importancia da presenca de células T y&* IL-17* residentes pré-existentes
nos pulmdes foi abordada no estudo desenvolvido por Dejima e colaboradores que
usando modelo de infec¢cdo causada pela C. albicans demonstraram que 12 horas
apos infeccéo, ha producao de IL-23 e IL-17, que atinge seu pico de producéo 24
horas apds infeccdo. Em camundongos IL-17 7, apds 24 horas de infeccdo, é
constatada reducdo do numero absoluto de neutréfilos e elevacdo da carga fungica

confirmando a importéncia destas células residentes(DEJIMA et al., 2011).
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Além da pré-existéncia das células T y&* IL-17* nos pulmdes, h4 casos em que
adicionalmente essas células sao recrutadas para o sitio de infec¢cdo, como acontece
no modelo de inflamagéo causada por sepse grave, em que ha significante aumento
de células T y&* Vy4* em diferentes pontos apds infecgéo (1, 3 e 10 dias) nos pulmdes
de camundongos submetidos ao modelo de sepse (CLP) em comparacéo a controles.
Paralelamente, no terceiro dia apos a inducéo da sepse, houve reducéo significativa
dessa populagcdo do baco em comparacdo aos controles. Somado a esse dado,
ensaios quimiotaticos demostraram que ha migracdo mais intensa de células T y&* em
direcdo ao homogenato pulmonar de camundongos com sepse em comparacao aos
controles, que € inibida mediante a neutralizacdo de CCL2, CCL3 e CCL5 (COSTA et
al., 2015).

Ha casos ainda, que a expansao de células T yd* IL-17* no compartimento
pulmonar além do recrutamento da circulacdo, é resultante da proliferacdo local
(avaliado através da expressao de Ki67 na populacdo yd* IL-17*) dessas células,
mediante a sinalizacdo desencadeada pelas citocinas IL-1B e IL-23 (JIN et al., 2019).

Em relacdo a expresséo de Blimp-1, ndo hé relatos acerca da funcdo desse
fator de transcricdo nas células T yd* IL-17*. Porém, sabe-se que Blimp-1 é
constitutivamente expresso por essas ceélulas, e que sua expressdo é regulada
positivamente apds exposicdo das células T yd* IL-17* as citocinas IL-13 e IL-23
(CORPUZ et al., 2017).

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que as células T y® produtoras de IL-
17 também compdem o repertério de células que participam da resposta a PCM
experimental. Nosso grupo mostrou o papel de protecdo mediada pela IL-23 na fase
precoce da PCM experimental atraveés da secrecdo de IL-17, que é primordial para
controle da replicacéo fangica (TRISTAO et al., 2017).

Ndo sabemos exatamente o mecanismo exato que levou a elevagcdo da
proporcao de células T yd * IL-17 * nos pulmdes de animais Blimp-1CKO na fase inicial
da PCM experimental, porém como salientado anteriormente Blimp-1 pode ter papel
negativo na regulagdo: i) da diferenciagdo das células T yd * IL-17 * no timo
embrionario ou na periferia (apdés exposicdo ao insulto); ii) da expressao dos
receptores de quimiocinas, que favorecem o recrutamento dessas células para o sitio
de inflamacdo; iii) da proliferagéo local dessas células. Mais ensaios sdo necessarios
para esclarecer o mecanismo responsavel por esses fendbmenos. Acreditamos que

essas ceélulas atuam sinergicamente com as CD4* IFN-y* no controle da replicacéo
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fungica de camundongos Blimp-1CKO. Para isso, prevemos o desencadeamento de
um ensaio de deplecéo de IL-17 nesses animais. Nesse ensaio nossa hipétese é que
a deplecao de IL-17 nos animais Blimp-1CKO promove elevacao da replicacéo fungica
em relacdo aos animais Blimp-1CKO néo tratados. Se nossa hipétese estiver correta,
salientard ainda mais a necessidade de futuros estudos com enfoque na modulacéo
negativa desse fator de transcrigcdo nos linfécitos T (experimento em andamento).

A populacéo de linfécitos T também foi avaliada na quarta semana apés
infeccdo, e constatamos que nesse tempo de infeccdo ndo houve diferencas na
frequéncia e no numero absoluto de linfécitos T. Mediante a estimulacdo policlonal,
houve elevacgdo da proporgéo de células T CD4* IFN-y* e CD8* IFN-y* nos pulmdes de
animais Blimp-1CKO. Adicionalmente observamos elevacéo da proporcédo de células
T CD4 * IL-4 *. A inducédo de respostas T CD8* sdo importantes para eliminagéo do
P.brasiliensis nos tecidos (CANO et al., 2000). Nosso grupo mostrou importancia da
inducéo de células CD8 * IFN-y * no controle da carga fungica (SOUZA et al., 2021).

No contexto de doenca, respostas mediadas por células T CD4 * IL-4 * sé@o
deletérias pois coordenam a inducdo de inflamacdo eosinofilica e a inibicdo de
mecanismos microbicidas como Oxido nitrico e de outras espécies reativas, em
macrofagos, o que contribui com a progressdao da PCM (GIUSIANO, 2020). Porém,
apos a eliminacdo do insulto, a inducdo dessas respostas € primordial para
progressdo do processo de reparo tecidual e/ ou inibicdo de vias pro-inflamatérias
(ALLEN, 2023). Acreditamos que na quarta semana de infec¢cdo, tempo no qual
observamos reducdo mais intensa da carga fungica nos animais Blimp-1CKO, essas
células estejam participando do processo de reparo tecidual.

Em experimentos futuros, investigaremos a participagcdo das células T
reguladoras durante a PCM experimental. E possivel que somado ao intenso infiltrado
de células pro-inflamatérias observado na segunda semana nos animais Blimp-1CKO,
h& presenca de células que mantém o equilibrio entre a eliminagcédo do patdgeno e a
imunopatologia tecidual. Apés a eliminagcdo ou contencdo das poucas formas
leveduriformes restantes nos granulomas, acreditamos que essas celulas estao
envolvidas no processo de resolugédo da inflamacdo (ROJAS et al., 2017). Assim é
valido ressaltar que investigaremos a participacao das células T reguladoras durante
a PCM experimental. A reducao drastica do infiltrado inflamatorio na quarta semana

em relacdo a segunda semana corrobora com nossa hipoétese.
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Por fim analisamos as consequéncias da delecdo de Blimp-1 em linfocitos T no
compartimento mieloide na segunda semana de infeccdo jA que nesse ponto
observamos intenso recrutamento de células associado ao controle da replicacéo
fangica. Apoés identificacdo das populacbes celulares presentes nos pulmdes,
identificamos que os animais Blimp-1CKO desenvolvem acumulo de células
fagociticas MHC-II* CD11b* (macrofagos transicionais alveolares, células dendriticas
convencionais do tipo 2, e de células com marcadores expressos em comum por
MoDCs e macrofagos intersticiais). Nosso grupo mostrou que a inducéo de respostas
Thl séo primordiais para produgéo de quimiocinas essenciais para o recrutamento de
células mononucleares para o local da infec¢éo, onde se diferenciam em macréfagos
ou células dendriticas (SOUTO et al., 2003; YANG et al., 2014). No presente estudo,
o acumulo dessas células fagociticas nos pulmdes reflete justamente a abundancia
de IFN-y no foco inflamatorio. Além do recrutamento de células mononucleares,
pressupomos que a presenca de IFN-y também estaria atrelada a inducdo de
mecanismos microbicidas nessas células, ja que nosso grupo também ja mostrou a
importancia dessa citocina nesse processo (SOUTO et al., 2000). A partir disso, na
etapa seguinte, avaliamos o estado de ativacao dessas células.

A andlise do estado de ativacdo das células fagociticas MHC-II* CD11b*
revelou que todas essas células demonstraram elevacdo da expressao de iINOS, o
que é compativel com o dado da elevacdo da frequéncia de células produtoras de
IFN-y, nesse mesmo tempo de infeccdo, indicando a participacdo dessas células
nesse processo (SOUTO et al ., 2003). Sabe-se que a IL-17 pode cooperar com 0
IFN-y no processo de ativacdo de macrofagos (MILLS, 2023). Assim, acreditamos que
a presenca de células T y&* IL-17* nesse ambiente, pode de modo sinérgico com as
células T CD4* IFN-y* também favorecer a ativacdo das células fagociticas
identificadas. O experimento de deplecdo de IL-17 em camundongos Blimp-1CKO
anteriormente citado contribuira para melhor compreensao dessa hipétese.

Em relacdo a populacdo de granulécitos, ndo houve elevacao da proporcao ou
do nimero absoluto de neutrdéfilos nos pulmdes apesar da elevacéo da frequéncia de
células yd produtoras de IL-17. Prevemos a realizacdo de ensaios adicionais para
avaliacdo da producdo de CXCL1 e de CXCL2, e da ativagcdo de neutrofilos através
da analise de producdo de mieloperoxidase no homogenato pulmonar, para
compreender mais afundo o papel dessa populacdo no mecanismo de protecéao

relacionado aos camundongos Blimp-1CKO. Em relag&o a populagédo de eosindfilos,
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houve acumulo dessas células nos camundongos WT em relagdo aos camundongos
Blimp-1CKO. Esse dado € bem interessante pois a forma aguda da PCM, que é a
mais grave, € marcada pela presenca de eosindfilos (CASTRO et al., 2013; MENDES
et al., 2017; BURGER, 2021). Apesar de nao termos observado diferenca na
frequéncia de células CD4* IL-4* nos pulmdes nesse tempo de infec¢cdo, em
experimentos futuros dosaremos a quantidade de IL-5 no homogenato pulmonar
desses animais.

Em resumo, demonstramos o papel deletério de Blimp-1 na PCM experimental
através da atenuacdo respostas conhecidamente protetoras frente a PCM
experimental, o que compromete o controle da carga flngica. Futuramente,
investigaremos mais detalhadamente o papel das células T y&* IL-17* no mecanismo
de protecdo associado ao controle da replicacdo fungica de camundongos Blimp-
1CKO. Esse ensaio contribuira para melhor compreensao do papel dessas células
durante a PCM experimental.
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6. SUMARIO

6.1. Ha aumento da susceptibilidade ao Pb18 em animais que expressam Blimp-1 em
linfécitos T.

6.2. A sinalizagédo via Blimp-1 limita o acimulo de leucdcitos na segunda semana de
infeccdo nos pulmdes de camundongos infectados com Pb18.

6.3. A expressado de Blimp-1 restringe a expanséo de linfocitos T e o acumulo das
células T CD4* IFN-y*, CD8* IFN-y* e yd * IL-17 *.

6.4. Blimp-1 altera o perfil de células mieloides nos pulmdes e resulta na reducao da
inducdo de mecanismos microbicidas em células fagociticas associadas com a
eliminagédo do fungo.

6.5. Ha auséncia ou poucas formas leveduriformes contidas nos locais de foco
granulomatoso nos pulmdes de camundongos Blimp-1CKO na quarta semana ap6s
infeccdo, o que cursa com a reducéo da resposta inflamatoria e granulomatosa.

6.6. A delecdo genética de Blimp-1 na PCM experimental ndo é associada com
imunopatologia tecidual ou redugéo de sobrevida.
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7. CONCLUSAO

No modelo de PCM experimental, a expresséo de Blimp-1 em linfocitos T, limita
0 acumulo e ativacao de células sabidamente importantes para eliminacdo do Pb18
no local da infeccdo, esse desfecho favorece a progressdo da infeccdo fungica

causada pelo P. brasiliensis.

Experimental PCM

i S ~/ i
WT E [ o +  Blimp-1CKO
! B M- :

CD4* IFN-y*(Ty1) ! Wl ™ Sllmp1ERO ' CD4* IFN-y*(Ty1)
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Y3+ IL-A7*(Tyd) T 8t IL-17+(Tys)
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Figura 21. O papel de Blimp-1 na PCM experimental. Na PCM experimental, Blimp-1 atenua o
acumulo de células T CD4* IFN-y*, CD8* IFN-y* e y&* IL-17* nos pulmdes. A diminuicdo dessas células
nesse local, resulta na reducdo do acumulo e da ativagao de células fagociticas CD11b* MHC-II* (M¢
transicionais alveolares, cDCs 2, e de células com marcadores expressos em comum por MoDCs e M¢
intersticiais) nesse local. Essa cascata de resposta é associada a progresséo da infecgao flngica. A
presenca de eosindéfilos nessa resposta é outro indicador de susceptibilidade.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1: Aprovacao do comité de ética em experimentacao animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

S&o Paulo, 28 de Margo de 2023
limo(a)
Dr(a). Jodo Santana da Silva

Certificamos que a proposta intitulada "Papel de Blimp-1 na regulagde da resposta imune sistémica ao
Paracoccidioides brasiliensis”, regisirada com o n® 1164/2023, sob a responsabilidade de Jodo Santana da Silva, que
envolve a producdo, manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensinc), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2003, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Expenmentagao Animal (CONCEA} e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
do/a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, em reunido realizada em 28 de Margo de 2023.

Vigéncia da Autorizagio: D5/04/2023 a D5/04/2025

Finalidade Pesquisa

Espécie Linhagem Idade Peso Quantidade

M F M+F

Camundongo Blimp f'f S04 Cre - 8 semanas 2509 135 | 0 135

Camundongo Knockout Blimnp £f S04 Cre + 8 semanas 2509 135 | D 135

Camundongo Blimp f'f CD11c Cre - 8 semanas 2509 150 o 150

Camundongo Knockout Blimp ff CD11c Cre + 2 semanas 25049 150 | O 150

Origem: biotério - InstalagSo Animal dos Departamentos de Bioguimica e Imunologia e Biclogia Celular, Molecular e Bioagentes Pategénicas TOTAL 570

Vigéncia da Autorizag3o: D5/04/2023 a D5/04/2025

Finalidade Pesguisa

Espécie Linhagem Idade Peso Quantidade
M F M+F

Camundongo CETBLG 8 semanas 2509 ] o o0

Origem: biotério - InstalagSo Animal da Prefeitura da USP do Campus de RibeirSo Preto TOTAL a0

Atenciosamente,

///; +i

ﬂ' a—}d@,

Prof. Dr. Lmz Carlos Carvalho Navegantes
Coordenador/a da Comissio de Etica no Uso de Animais em Pesquisa

Prof. Dr. Alceu Afonso Jord&o Junior
Vice-Coordenador/a da Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa
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