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RESUMO GERAL

Fonseca, Aimé Stefany Alves da. Avalia¢do do Papel Imunomodulador de Acidos Graxos
de Cadeia Curta na Infeccdo de Macrofagos Murinos por Paracoccidioides brasiliensis.
2025. 53p. Dissertacao de mestrado (Biologia Microbiana) — Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF.

Os 4cidos graxos de cadeia curta (Short-Chain Fatty Acids - SCFAs) sdo 0s principais
metabdlitos da microbiota intestinal e possuem repercussdao na manutencdo da homeostase
sistémica, a partir de efeitos que perpassam a modulacdo da expressao génica e metabolismo
celular. Seu papel nas relagbes patdgeno-hospedeiro envolve efeitos imunomodulatdrios
especialmente nos fagocitos, promovendo o equilibrio pro- e anti-inflamatorio. Estudos
preliminares sobre o papel dos SCFAs em infeccBes bacterianas e fungicas sugerem que
macrofagos e células dendriticas possuem capacidade fungicida aumentada. Entretanto, ainda
ndo ha registros do efeito de SCFAs em Paracoccidioides brasiliensis, uma das espécies
responsaveis pela Paracoccidioidomicose (PCM), considerada a principal micose sistémica no
Brasil e América Latina, e cujo tratamento inclui eventos adversos, longa duracéo e resisténcia
a antifungicos, o que torna cada vez mais necessaria a busca por alternativas terapéuticas para
a patologia. Destarte, o objetivo da pesquisa é avaliar o potencial papel imunomodulador dos
SCFAs na atividade de fagdcitos infectados por leveduras de P. brasiliensis. Leveduras do
isolado Pb18 foram tratadas com Acetato, Propianato ou Butirato de Sédio para avaliar seu
efeito direto na viabilidade fungica. Em seguida, macrofagos murinos de linhagem imortalizada
e primarios, e células dendriticas foram tratados com os SCFAs e infectados in vitro com Pb18.
A producdo de citocinas e Oxido nitrico (NO) foi avaliada pelos ensaios ELISA e Griess,
respectivamente, por 24 e 48 horas. Adicionalmente, avaliou-se a capacidade fungicida de
macrofagos e o papel da acidificagdo do fagolisossomo nesse processo. Como resultados, foi
possivel apontar inibicdo na secrecdo de TNF-a ¢ IL-10, e aumento na secre¢édo de IL-1p por
fagdcitos infectados tratados com SCFAs, em relagdo aos grupos ndo tratados. Além disso, 0
tratamento com SCFA promove uma aumentada capacidade fungicida dependente da
acidificacdo do fagolisossomo. N&o houve efeito dos SCFAs na viabilidade fingica, nem na
producdo de NO e IL-12. Portanto, conclui-se que os SCFAs ndo afetam diretamente a
viabilidade de P. brasiliensis, mas modulam a secrecdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias
na infecgcdo de macrdfagos e células dendriticas murinas pelo fungo. Além disso, a acidificacdo
do fagolisossomo é necessaria, mas ndo suficiente, para a atividade fungicida induzida por
SCFAs. Os achados, portanto, sugerem um papel imunomodulador dos SCFAs nesses
fagacitos.

Palavras chaves: Fungos patogénicos; Imunidade inata; Paracoccidioidomicose; Tratamento;
Microbiota.

GENERAL ABSTRACT

Fonseca, Aimé Stefany Alves da. Evaluation of Immunomodulatory Role of Short Chain
Fatty Acids in the Infection of Murine Macrophages by Paracoccidioides brasiliensis. 2025.
53p. Master’s dissertation (Microbial Biology) — University of Brasilia, Brasilia, DF.
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Short-chain fatty acids (SCFAS) are the main metabolites produced by the gut microbiota and
play a crucial role in maintaining systemic homeostasis through effects that encompass the
modulation of gene expression and cellular metabolism. Their role in pathogen-host
interactions involves immunomodulatory effects, particularly on phagocytic cells, promoting a
balance between pro- and anti-inflammatory responses. Preliminary studies on the role of
SCFAs in bacterial and fungal infections suggest that macrophages and dendritic cells exhibit
enhanced fungicidal capacity. However, there are still no reports on the effects of SCFAs on
Paracoccidioides brasiliensis, one of the species responsible for Paracoccidioidomycosis
(PCM), which is considered the most prevalent systemic mycosis in Brazil and Latin America.
The treatment of PCM includes adverse events, long durations, and antifungal resistance,
making the search for alternative therapeutic strategies increasingly necessary. Therefore, the
aim of this study is to evaluate the potential immunomodulatory role of SCFAs in the activity
of phagocytes infected with P. brasiliensis yeasts. To assess the direct effect on fungal viability,
yeasts from the Pbl8 isolate were treated with Sodium Acetate, Propionate, or Butyrate.
Subsequently, immortalized and primary murine macrophages, and dendritic cells were treated
with SCFAs and infected in vitro with Pb18. Cytokines and nitric oxide (NO) production was
assessed by ELISA and Griess assays, respectively, for 24 and 48 hours. Additionally, the
fungicidal capacity of macrophages and the role of phagolysosome acidification in this process
were evaluated. The results indicated inhibition of TNF-a and IL-10 secretion and increased
IL-1pB secretion by infected phagocytes treated with SCFAs, compared to untreated groups.
Treatment with SCFA also promoted increased fungicidal capacity dependent on
phagolysosome acidification. There was no effect of SCFAs on fungal viability, nor on the
production of NO and IL-12. It is concluded, therefore, that SCFAs do not directly affect the
viability of P. brasiliensis, but modulate the secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines
during the infection of macrophages and murine dendritic cells by the fungus. Moreover,
phagolysosome acidification is necessary, but not sufficient, for SCFA-induced fungicidal
activity. The findings, therefore, suggest an immunomodulatory role for SCFAs in these
phagocytes.

Keywords: Pathogenic fungi; Innate immunity; Paracoccidioidomycosis; Treatment;
Microbiota.
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INTRODUCAO

A microbiota intestinal € composta por uma vasta comunidade simbionte e mutualistica,
formada por bactérias, arqueas, fungos e virus, que interagem diretamente com o hospedeiro
eucariotico (Lynch; Pedersen., 2017; Zheng et al., 2020). A partir de uma complexa rede de
mecanismos, a microbiota é capaz de modular e apoiar multiplas funcdes fisiologicas, incluindo
a manutencdo da barreira intestinal, protecdo exogena contra patdgenos intestinais e
extraintestinais, modulacédo do sistema imunitario e, em especial, 0 metabolismo de nutrientes
(Tabela 1) (Adak; Khan, 2018; Maslowski et al., 2009; Rodriguez et al., 2015; Schulthess et
al., 2019; Tian et al., 2019).

Interacéo Descricéo Importéancia Referéncias
- Interage com o sistema imunitario do
hospedeiro, moldando as respostas
imunes; .
Modulagéo - Acidos graxos de cadeia curta (I:Egzttegcﬂtgag?]gsd:fesa Fachi et al., 2020;
do sistema (SCFAs), como acetato, propianato e revenpﬁo 3e doencas Thorburn et al., 2014;
imunitario butirato, desempenham papéis na gutoimﬁnes ¢ Zhan et al., 2022
homeostase imunitaria; '
- Os SCFAs tém um efeito anti-
inflamatorio global.
- Compete fisica e quimicamente com . .
Protecéo patdgenos por colonizagdo intestinal; | Mantém o equilibrio ngrr:elif; Stla|20§81 4
contra - A dishiose pode levar a expansdo de | microbiano e previne 3 " e
, . . . ~ ohanesen et al., 2015;
patégenos patobiontes e desenvolvimento de | infeccdes. Theriot et al. 2014
patologias. o
- Fermenta componentes ndo digeriveis
da dieta, gerando nutrientes e | Fornece nutrientes
Metabolismo | metabdlitos; essenciais e influencia | Ratajczak et al., 2019;

de nutrientes

- Produz metabdlitos com efeitos
sistémicos no hospedeiro, como o0s
SCFAs.

- Contribui para a integridade da barreira

0 metabolismo
energético.

Thorburn et al., 2014

Manutencdo | intestinal; Previne a translocacdo | Adak; Khan, 2018;
da barreira - Influencia a camada de muco e a | bacterianaea Hansson; Johansson,
intestinal expressdo de proteinas de jungdo de | inflamacéo sistémica. 2010

oclusdo entre os enterdcitos.

Quadro 1 — Mecanismos de interacdo microbiota-hospedeiro. Fonte: autoria propria.

Entre os diversos produtos gerados por essa comunidade microbiana, que incluem
carboidratos, glicolipideos, &cidos biliares, vitaminas e outros cofatores, destacam-se os acidos
graxos de cadeia curta (Short-Chain Fatty Acids - SCFAs), gorduras com até 4 carbonos (C)
formadas a partir da fermentacdo de componentes ndo digeriveis da dieta, como carboidratos
complexos e fibras (Tian et al., 2019). Esses metabdlitos secundérios, que incluem acetato (2C),
propianato (3C) e butirato (4C) (Figura 1), sdo produzidos no célon (20-140 mM) e, a partir da
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transposicdo da barreira epitelial intestinal, uma pequena parte (0,1-1 mM) alcanca a corrente
sanguinea, onde desempenham uma série de fungdes essenciais para a manutencdo da
homeostase sistémica do hospedeiro, atuando na modulagdo do metabolismo energético,

digestivo e, especialmente, imunitario (Thorburn et al., 2014; Yao et al., 2022).

Propianato
C;HsO,

Acetato Butirato
C.H,0, CH;O,

Figura 1 — Férmula e estrutura molecular simplificada do acetato, propianato e butirato. Dados da NIST Standard
Reference Database 69: NIST Chemistry WebBook. Cada esfera representa um dtomo de um elemento quimico
identificado pela cor, sendo o preto referente ao carbono, e o0 vermelho, ao oxigénio. Os &tomos estéo ligados por
ligagbes simples ou duplas. O sinal [-] indica ions negativos, ou anions. Os atomos de hidrogénio ndo estdo
representados. Fonte: autoria propria.

Entre as multiplas funcdes sistémicas dos SCFASs esta a sua acao imunomoduladora, que
ocorre principalmente por meio da regulacdo das respostas inflamatorias. Esse processo envolve
a ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e a inibi¢do das histonas desacetilases
dependentes de zinco (HDACSs) — mecanismos que afetam diretamente a expresséo génica de
fatores cruciais para a resposta imune, como os fatores de transcricdo NF-xB (Nuclear factor-
kB) e FoxP3 (Forkhead box P3), equilibrando respostas pro- e anti-inflamatorias e a producédo
de quimiocinas (Astakhova et al., 2016; Ratajczak et al., 2019).

Além disso, ainfluéncia dos SCFAS sobre o sistema imunitario se estende tanto a células
da imunidade inata quanto a imunidade adaptativa. Além de regular diferenciacéo,
recrutamento e ativacdo de células imunitarias, os SCFAs exercem efeitos imunomoduladores
distintos nos diferentes tipos de leucécitos. A interacdo de SCFAs com neutréfilos pode
modular sua fungéo efetora e sobrevivéncia nos tecidos (Corréa-Oliveira et al., 2016; Kamada

et al., 2013). Além disso, 0 acetato pode aumentar o recrutamento de neutréfilos para o local
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da infeccéo por Clostridium difficile através da ativacéo do receptor FFAR2 (Fachi et al., 2019;
Mirmosef et al., 2012).

Em linfécitos T (LT), butirato e propianato podem promover a diferenciacdo de LT
virgens em reguladores (Tregs) ou auxiliares (Th), que desempenham um papel crucial na
supressdo da resposta e manutencdo da tolerancia imune (Corréa-Oliveira et al., 2016). Em
algumas condicBes, os SCFAs podem promover a geracdo de linfocitos Thl e Thl7, e
prejudicar a polarizagdo Th2, apresentando um perfil menos inflamatorio (Park et al., 2015). Ja
em linfocitos B (LB), o butirato pode aumentar a producéo de anticorpos, promovendo sua
diferenciacdo em plasmdcitos e apoiando a funcdo de LB reguladores (Bregs), contribuindo
para o controle da resposta imune e a prevencao de autoimunidade (Sanchez et al., 2020; Yao
etal., 2022).

Especialmente nos fagdcitos, os SCFAs desempenham um papel crucial na resposta
imediata a patogenos. Macrofagos e células dendriticas (dendritic cells - DC), em particular,
tém sua funcionalidade modulada na presenca de SCFAs, que promovem alteracfes
transcricionais e metabdlicas nessas células, aumentando sua capacidade microbicida. Estudos
demonstram que o butirato pode estimular a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e 0xido nitrico (NO) em macrofagos, além de regular vias metabdlicas como a quinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) e o processo de autofagia, promovendo uma resposta
imunitaria efetiva contra microrganismos invasores (Figura 2) (Schulthess et al., 2019; Liu et
al., 2012).
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Figura 2 — Efeito imunomodulatdrio dos acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) em fagécitos. Os SCFAs (acetato,
propianato e butirato), produzidos pela microbiota intestinal a partir da fermentacdo de fibras e carboidratos
complexos da dieta, ultrapassam o epitélio intestinal e influenciam as respostas imunitarias e a inflamacéo
provocada por fagécitos (macréfagos e células dendriticas) a partir de diversos mecanismos, que se iniciam pela
ligacdo a um receptor de membrana, tipicamente receptores acoplados a proteina G (GPRs). A partir do seu
reconhecimento pela célula, duas vias de sinaliza¢do sdo moduladas: a promocdo de mTOR, PI3K, MAPK aumenta
a atividade da histona acetiltransferase (HAT), e a inibicdo de NF-xB e FoxP3 exibe atividade de inibicdo de
histona desacetilases (HDAC), modulando a transcri¢do génica de fatores pro- e anti-inflamatdrios. Na presenca
de estimulo por lipopolissacarideo (LPS) ativado por receptores Toll-like (TLR), em macréfagos e células
dendriticas, ha a inibicdo na producdo de moléculas pré-inflamatérias (como TNF e PGE2) e aumento de 1L-10
(anti-inflamatéria) e aumento da capacidade microbicida pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (NOS), IL-1pB (por ativagdo de inflamassoma NLRP3 via HIF-1a), p-defensinas e catelicidinas. Além
disso, o butirato é capaz de estimular a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos, enquanto inibe a diferenciagéo
de células dendriticas e a expressdo de proteinas de membrana (como CD40 e MHCII). Fonte: autoria propria.

Interessantemente, butirato induz a diferenciacdo de mondcitos para macréfagos por
meio da inibicdo da histona desacetilase 3 (HDAC3), aumentando a capacidade microbicida
dessas células (Schulthess et al., 2019). Por outro lado, esse SCFA mostrou inibir a
diferenciacdo de DCs, o que evidencia efeitos diversos diante de leucdcitos singulares (Liu et

al., 2012a). Alem disso, a presenca de SCFAs pode modular a producédo de citocinas por DCs
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e aumentar a expressao de enzimas que atenuam a ativacdo imune, promovendo a geragdo de
Tregs e suprimindo a conversdo em LT pré-inflamatorios (Gurav et al., 2015; Yao et al., 2022).

Outros estudos também mostraram que o butirato facilita a producao da catepsina LL37,
um dos mais eficazes peptideos antimicrobianos que, ainda, foi capaz de reduzir a replicacdo
intracelular e a patogenicidade de Mycobacterium bovis em camundongos (Liu et al., 2013;
Zheng et al., 2020). Notavelmente, o butirato também apresentou atividade imunomoduladora
em macréfagos, aumentando a producdo de ROS e NO e, consequentemente, sua capacidade
microbicida (Ciarlo et al., 2016). Macrdfagos tratados com propianato antes ou durante
infeccdo pela bactéria intracelular Listeria monocytogenes também apresentam capacidade
microbicida aumentada, apesar do estudo em questdo néo esclarecer qual ou quais fatores sao
induzidos (Weis, 2019).

Em seres humanos, baixos niveis de SCFAs intestinais ocasionados por disbiose (seja
por razbes exdgenas, como uso de antibioticos, ou genéticos) estdo relacionados ao
agravamento de doencas inflamatorias intestinais (como doenca de Crohn e colite ulcerativa),
maior suscetibilidade a reacdes alérgicas, inflamatorias e autoimunes (Imhann et al., 2018; Lu
et al., 2023; Machiels et al., 2014; Yilmaz et al., 2019). O uso de prebioticos e probidticos para
a modulacdo de inflamacdo intestinal tem sido aplicado em diversos estudos pre-clinicos, e 0
transplante fecal para reposicdo de microbiota tem mostrado resultados promissores no
tratamento da colite provocada por C. difficile (Baunwall et al., 2022; Mann et al., 2024; Zhang
etal., 2022). O acetato também se mostrou um antisséptico topico seguro e eficaz no tratamento
de feridas crénicas infectadas por Pseudomonas aeruginosa (Madhusudhan, 2016).

A partir do eixo intestino-pulméo, SCFAs produzidos pela microbiota intestinal
auxiliam na imunorregulacio de leucdcitos do trato respiratério (Ozcam; Lynch, 2024).
Butirato e propianato estdo associados a reducdo no desenvolvimento de asma na infancia e
protecdo contra a presenca e severidade de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Li et
al., 2021; Roduit et al., 2019). Em infeccOes respiratérias virais e bacterianas, os SCFAs
reduzem a ativacdo de DC pulmonares, inflamacéo, danos pulmonares e carga microbiana;
aumentam a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos alternativamente ativados (M2, de
perfil pro-resolutivo) e a sobrevida de camundongos (Fonseca et al., 2017; Sencio et al., 2020;
Tian et al., 2019; Trompette et al., 2018).

Além dos efeitos em fagdcitos e em infeccbes bacterianas e virais, os SCFAS possuem
efeito fungicida direto e indireto particularmente importante. O butirato demonstrou inibir
diretamente o crescimento das leveduras patogénicas Candida albicans, C. parapsilosis e
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Cryptococcus neoformans in vitro. Além disso, caracteristicas de viruléncia fangica como
filamentacéo, formacéo de biofilme em C. albicans, e melanizagdo e formacéo de capsula em
C. neoformans foram reduzidas, sugerindo efeito direto desse SCFA contra esses fungos
patogénicos humanos (Ciarlo et al., 2016). Em C. albicans, os principais impactos dos SCFAs,
em especial do butirato, estdo relacionados a sua atividade de inibicdo de HDACs e ativacao de
histona acetiltransferase (HAT), levando a modulagdo da transcricdo génica (Ozcam; Lynch,
2024).

Em relacéo ao efeito dos SCFAs na micobiota, camundongos em uso de antibioticos (e
consequente dishiose) apresentaram reducdo da colonizacdo gastrointestinal por C. albicans
quando suplementados com SCFAs (Guinan et al., 2019). Especialmente em infeccdes
fangicas, alem de inibir diretamente o crescimento e caracteristicas de viruléncia, macréfagos
murinos estimulados com butirato e propianato apresentam maior capacidade fungicida quando
infectados por C. albicans, C. parapsilosis e C. neoformans, além de aumentar a sobrevida de
camundongos quando associados a tratamentos antifingicos convencionais, como vancomicina
(Ciarlo et al., 2016; Nguyen et al., 2011).

Embora os SCFAs tenham mostrado eficdcia em aumentar a atividade antifungica de
fagaocitos e inibir o crescimento de fungos, o efeito desses metabdlitos sobre Paracoccidioides
brasiliensis, principal agente etiolégico da Paracoccidioidomicose (PCM), ainda nao foi
explorado. A PCM ¢ a principal micose sistémica endémica na América Latina, sendo o Brasil
responsavel por 80% dos casos relatados, com uma alta prevaléncia em estados como Séo
Paulo, Goias, Minas Gerais e Mato Grosso (Coutinho et al., 2015; Martinez, 2017; Mendes et
al., 2017).

O género Paracoccidioides é composto por 5 espécies cripticas de fungos
termodimorficos, encontrados na forma micelial ou filamentosa no solo (forma infectiva a
aproximadamente 25 °C) e em forma de levedura a 37 °C (forma patogénica), o que permite
sua sobrevivéncia no organismo (Chiyoda-Rodini et al., 2020). Ha registros de isolados de
Paracoccidioides spp. em tatus, cdes, e, entre outros animais, 0s seres humanos, sendo esses
altimos infectados pelas espécies P. americana (ou PS2), P. restrepiensis (PS3), P.
venezuelensis (PS4), P. lutzii e, principalmente, P. brasiliensis sensu stricto (variantes Sla e
S1b) — espécie mais comum, encontrada em diversas regides da América Latina e representada
pelos isolados Pb18 (mais virulenta) e Pb339 (Cocio et al., 2020; Martinez, 2017; Turissini et
al., 2017).
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Desde 2022, o Paracoccidioides spp. esta listado como patdgeno fungico prioritario pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como um esfor¢co de concentrar e impulsionar
pesquisas e intervencgdes politicas que fortalecam a resposta global as infeccbes flngicas e a
resisténcia antifungica, responsaveis por mais de 1,5 milhdo de mortes por ano, em sua maioria,
em regides negligenciadas (Rodrigues; Nosanchuk, 2023; WHO, 2022). No Brasil, estima-se
que a PCM seja responsavel pela hospitalizacéo de 4,3/1.000.000 de habitantes e, embora a taxa
de mortalidade seja baixa, a morbidade, sequelas debilitantes e disfuncdo organica podem
ocorrer em até 50% dos casos, mesmo com tratamento (Hrycyk et al., 2018).

Viver em areas rurais ou na periferia de centros urbanos € um dos maiores fatores de
risco para a infeccdo por Paracoccidioides spp., sendo que a PCM afeta principalmente
trabalhadores rurais, onde o contato com o habitat do fungo é frequente (Pecanha-Pietrobom et
al., 2023). Outros fatores de risco para a PCM séo: profissbes com exposi¢do ao solo,
exploracédo de cavernas, sexo masculino, tabagismo e etilismo (de Suguiura; Ono, 2022; Morris
et al., 2024).

A infeccdo ocorre por inalacdo de propagulos ou fragmentos de micélio, que
inicialmente colonizam o trato respiratorio e, nos pulmdes, fazem a transicao de micélio para a
forma leveduriforme patogénica. A partir da infeccdo pulmonar, as leveduras podem
disseminar-se para outros 6rgaos, levando a duas formas clinicas principais da PCM: aguda (ou

juvenil) ou cronica (ou adulta) (Shikanai-Yasuda et al., 2017).

A PCM aguda acomete principalmente jovens até os 25 anos de idade, possui progressao
rapida (dias a semanas) e disseminada, com altos niveis de anticorpos especificos, ativacdo
policlonal de LB e depressdo da resposta imune celular, o que leva a comprometimentos de
linfonodos, baco, figado e disfuncdo medular éssea. Ja a PCM cronica, que compreende de 74%
a 96% dos casos da doenca, € mais comum em individuos do sexo masculino com idade entre
30 e 60 anos. Essa forma clinica evolui com manifestacbes principalmente unifocais
pulmonares, de progressdo lenta (meses a anos), com imunidade celular preservada e baixos
niveis de anticorpos especificos (Fortes et al., 2011; Shikanai-Yasuda et al., 2017). E
importante ressaltar, ainda, que a variedade de manifestacdes clinicas da PCM esté relacionada

a resposta do hospedeiro a infecgéo e a viruléncia do fungo, de forma multifatorial e complexa.

A resposta imune ao P. brasiliensis depende de uma coordenacdo eficaz entre as
respostas inata e adaptativa, com destaque para o papel fundamental dos fagdcitos, como
macrofagos e DC, no controle inicial da infeccdo e na promocao de uma resposta imunitaria
adaptativa especifica (Burger, 2021; Calich et al., 2008). Nos pulmdes, macrofagos alveolares
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residentes reconhecem o fungo a partir de receptores de reconhecimento de padrdo (pattern
recognition receptors - PRRs) que interagem com padr6es moleculares associados a
microrganismos (microrganism associated molecular patterns - MAMPSs). No caso do P.
brasiliensis, os principais PRRs em fagdcitos sdo dectina-1, dectina-2, TLR2 e TLR4 (Toll-like
receptors), capazes de reconhecer MAMPSs da parede fungica como a -1,3-glucana e diferentes
mananas (Cardoso-Miguel et al., 2023; Feriotti et al., 2015; Ketelut-Carneiro et al., 2018;
Loures et al. 2009; Loures et al., 2010; Loures et al., 2014).

A depender do PRR ativado, distintas vias de sinalizacdo intracelular sdo ativadas,
modulando a resposta celular ao fungo a partir da codificacdo e secre¢do de citocinas,
quimiocinas e genes associados a produgdo de moléculas microbicidas (Burger, 2021; Calich
et al., 2008; Fernandez-Garcia; Cuellar-Rodriguez, 2021; Tavares et al., 2013). Nesta etapa, 0s
fagdcitos sdo responsaveis por efeitos locais e sistémicos a partir da liberacdo de mediadores
pro- (como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 e IL-18) e anti-inflamatdrios/regulatorios (TGF-B,
IL-10 e PGE2) (Fortes et al., 2011). O complexo multiproteico citoplasmatico inflamassoma
NLRP3 (nucleotide oligomerisation domain-like receptor protein 3) em macréfagos e DC
também constitui uma estratégia de combate ao fungo, uma vez que sinais enddgenos
provocados pelo fungo (como dano fagolisossomal e producdo de ROS) levam a ativacao desse
complexo que medeia, via atividade da protease de cisteina caspase-1, a secre¢do da forma
bioativa de IL-1p — interleucina essencial para a resposta inflamatéria a infeccbes fangicas
(Bauernfeind; Hornung, 2013; Tavares et al., 2015; van de Veerdonk et al., 2011). Se a infeccédo
pelo fungo ndo for eficientemente controlada pela imunidade inata nesse estagio, a resposta
adaptativa é ativada a partir da apresentacao antigénica de macrofagos, DC e LB a linfécitos

Th — principal mecanismo envolvido na resposta celular ao P. brasiliensis (Burger, 2021).

A resposta imune adaptativa mediada por linfocitos Th influencia a evolucdo da doenca
e suas manifestacdes clinicas. Na PCM aguda, associada a maior suscetibilidade a infec¢édo e
resposta inflamatoria deletéria, existe o predominio na ativacdo de linfocitos Th2/Th9, com alta
resposta humoral pela producdo de interleucinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-27; TGF-B,
reducdo na ativacdo de macrdfagos, producdo de imunoglobulinas 1gG4, IgE e IgA por LB,
além de baixa secrecdo de IFN-y and TNF-a (Calich et al., 2019; Mamoni; Blotta, 2005). Em
contrapartida, a forma cronica da doenca possui resposta celular predominante e maior
resisténcia ao fungo, baseada em uma resposta predominantemente Thl e Th17/22, alta
producédo de IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17 e IL-22; quantidades varidveis de IL-10 e

IL-4, além de IgG1 por LB. Uma resposta Thl esta mais relacionada a infeccdo pulmonar
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assintomatica, enquanto em manifestacdes benignas da PCM-doenca prevalece uma resposta
mista Th1/Th17 (Calich et al., 2019; de Castro et al., 2013).

Ademais, linfécitos Tregs também participam do desenvolvimento e controle da PCM
a partir: i) da inducdo da producédo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) por fagdcitos
via ligacdo do receptor CTLA-4 presente nos linfocitos Tregs, sendo responsavel por inibir a
atividade de LT e promover apoptose; e ii) da producdo de citocinas supressoras como TGF-f3
e IL-10 por esses linfocitos. Ambos os mecanismos contribuem, sinergicamente, para a
supressdo da resposta imune celular, o que é benéfico para 0 hospedeiro com PCM (Calich et
al., 2019).

No entanto, a PCM ainda apresenta desafios consideraveis no tratamento, uma vez que
os protocolos antifungicos atuais sdo longos, com eventos adversos significativos, e ha a
possibilidade do estabelecimento de uma PCM latente e danos teciduais permanentes (Cruz,
2012; Figueiredo, 2012). Além disso, ja foram identificados genes de resisténcia aos
tratamentos disponiveis em isolados de Paracoccidioides spp., como homologos do gene de
multirresisténcia a drogas (MDR1) de C. albicans, e da resisténcia pleiotropica a drogas (PDR5)
de Saccharomyces cerevisiae (Costa et al., 2005; Felipe et al., 2005a; Felipe et al., 2005b).
Uma vez que esses genes estdo ligados a resisténcia ao tratamento com azois, e considerando
que o tratamento atual da PCM € principalmente baseado em derivados de azdis, ja foi
identificada resisténcia de diversas espécies de Paracoccidioides a essas medicagdes in vitro,
como cetoconazol e itraconazol, além de caspofungina, 5-flucitosina e anfotericina B (Cermefio
et al., 2015; Silva et al., 2020).

Além disso, nas Gltimas décadas, tem havido um aumento no nimero de casos de PCM
reportados em areas nao endémicas, que pode estar relacionado a fatores ambientais como
mudancas climaticas e ao aumento no nimero de diagnosticos de comorbidades associadas a
imunodepressdo (Pecanha-Pietrobom et al., 2023). Esses fatores evidenciam a necessidade de
novas abordagens terapéuticas que possam auxiliar no controle da doenca de forma mais eficaz.

Nesse contexto, explorar o potencial dos SCFAs como agentes antifungicos e
moduladores da resposta imune contra P. brasiliensis se torna uma area promissora de pesquisa
cientifica. Com base nas evidéncias de que os SCFAs melhoram a atividade microbicida de
fagdcitos e inibem o crescimento de outros fungos patogénicos, investigacdes adicionais podem
fornecer novas alternativas terapéuticas para 0 manejo da PCM, contribuindo para a reducéo

das taxas de morbimortalidade associadas a patologia. Além disso, compreender 0s mecanismos
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pelos quais 0s SCFAS interagem com o sistema imunitario durante a infeccéo fungica pode abrir

caminho para novas intervencdes terapéuticas no tratamento de infec¢Ges flngicas sistémicas.

HIPOTESE(S)

A partir do exposto acima, pode-se sugerir que, se fagocitos, como macrofagos e células
dendriticas, forem tratados com acidos graxos de cadeia curta (SCFAS), entdo a atividade dessas
células contra a infeccdo por leveduras de P. brasiliensis ser& modulada. Esta hipdtese se
sustenta, principalmente: i) na inibicao direta do crescimento de outros fungos e bactérias pelos
SCFAs de forma dependente da concentragdo, a partir da modulagdo do metabolismo celular,
expressdo génica e sinalizacdo celular; ii) no aumento da capacidade fungicida de fagécitos na
presenca de SCFASs através de diferentes mecanismos, como aumento da fagocitose, producéao
de dxido nitrico e acidificacdo do fagolisossomo; e iii) na modulagédo da resposta inflamatéria
pelos fagdcitos, como producdo de citocinas, resultando em um perfil de resposta mais efetivo
no controle da infec¢do, com potencial reducdo de danos teciduais.

OBJETIVO GERAL

O projeto tem como objetivo geral avaliar o potencial papel imunomodulador dos
SCFAs na atividade de fagocitos murinos infectados por leveduras de P. brasiliensis (in vitro).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito direto dos SCFAs (acetato, propianato e butirato) na viabilidade de
leveduras de P. brasiliensis;

e Avaliar a producéo de citocinas e 0xido nitrico no sobrenadante de culturas de fagocitos
(macrofagos e células dendriticas) infectados com leveduras de P. brasiliensis e tratados
com SCFAs;

e Avaliar a capacidade fungicida de fagdcitos infectados com leveduras de P. brasiliensis
e tratados com SCFAs;

e Auvaliar o papel da acidificagdo do fagolisossomo na atividade fungicida em macréfagos
infectados com leveduras de P. brasiliensis e tratados com SCFAs.
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MATERIAIS E METODOS

Cultivo do P. brasiliensis

O isolado Pb18 de P. brasiliensis, na forma de levedura, foi cultivado em meio infusdo
cérebro-coracdo BHI-agar enriquecido (4% de dextrose, 5% de meio condicionado com
sobrenadante de cultura de Pb192, 4% de soro de cavalo e gentamicina 50 pg/mL) semissolido
a 37 °C. Os repiques foram realizados a cada 7 dias, sem passagem em animais.

Avaliacado do efeito direto dos SCFAs na viabilidade fungica

As leveduras de Pbl8 entre 4 e 7 dias de repique foram incubadas (uma alga de
inoculacdo de 10 pL/tubo de centrifugacdo, em concentracdo aproximada de 1,66 x 107
células/mL) em tubos de centrifugacéo tipo Falcon de 50 mL contendo 12,5 mL de BHI liquido
enriquecido (4% de dextrose, 5% de meio condicionado com sobrenadante de cultura de Pb192,
4% de soro de cavalo e gentamicina 50 pg/mL) a 37 °C, com agitacdo a 200 rpm. As leveduras
foram tratadas ou ndo com diferentes concentracdes dos SCFAs: Butirato de sodio (20 mM),
Acetato de sddio (40 mM) e Propianato de sédio (20 mM), todos da Sigma-Aldrich. Nos tempos
de 0 e 24 horas, os tubos de centrifugacdo foram retirados do agitador e deixados em repouso
por 5 minutos ou até que todo o fungo decantasse e o meio ficasse translicido; a precipitacao
de fungos foi avaliada visualmente.

Em seguida, os tubos de centrifugacdo foram homogeneizados novamente, foram
coletadas amostras de 20 pL em triplicata e plaqueadas em placas de Petri com BHI-agar
enriquecido. As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 7 dias, quando foram entdo

contadas as Unidades Formadoras de Coldnia (Colony-forming unit ou CFU).

Cultura de células de linhagem imortalizada

Macrofagos da linhagem RAW264.7 (ATCC TIB-71; derivados de ascite de tumor de
Abelson induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson) foram obtidos do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células RAW264.7 eram mantidas criopreservadas a —80
°C com 95% de meio DMEM (Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos ndo essenciais (Mediatech, Manassas, VA,
USA) e gentamicina 50 pg/mL; mais 5% de DMSO (dimetilsulféxido). As células foram
descongeladas, sendo realizados de 2 a 3 subcultivos na propor¢do 1:4 antes de cada
experimento, quando foram, entdo, semeadas em placas de Petri para cultivo celular utilizando
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meio DMEM suplementado. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C sob atmosfera
de 5% de COx.

Animais

Foram utilizados camundongos selvagens (WT) da linhagem isogénica C57BL/6, que
sdo susceptiveis a infeccdo com P. brasiliensis, fémeas, entre 8 e 12 semanas de idade para
obtencdo de fagdcitos (Calich et al., 1985). Os animais foram mantidos no biotério do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, em condi¢fes sanitarias com agua e racéo
ad libitum. Os experimentos seguiram as normas do Comité de Etica de Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Brasilia (SEI n.° 23106.074021/2021-11).

Obtencéo de células dendriticas (BMDC) e macrofagos (BMDM) derivados da medula
6ssea de camundongos

As células dendriticas e os macréfagos utilizados foram obtidos através de diferenciacao
de células provenientes de medula 6ssea de camundongos isogénicos C57BL/6, segundo
protocolo de Lutz et al. (1999), com modificacfes. Para tal, células de medula 6ssea foram
coletadas do fémur e tibia dos camundongos, a partir da técnica de lavagem com RPMI-1640
(Gibco Roswell Park Memorial Institute). 2 x 10° células de medula dssea foram cultivadas em
volume de 10 mL de meio RPMI suplementado (10% de SFB) com 20 ng/mL de GM-CSF
(Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos e Macrofagos) em incubadora (37 °C e 5% de
COy).

No terceiro dia de cultivo, foram acrescentados mais 10 mL de meio RPMI
suplementado contendo 200 ng de GM-CSF. No sexto dia de cultivo, metade do volume (10
mL) foi retirado e centrifugado, sendo o precipitado celular obtido ressuspendido em 10 mL de
meio RPMI suplementado e recolocado novamente no meio de cultura original. No oitavo dia
de cultivo, células que ndo se apresentaram aderidas ao fundo da placa (BMDCs) foram
removidas do meio de cultura a partir da remocao do sobrenadante e lavagens consecutivas com
meio RPMI simples aquecido. Os macréfagos diferenciados (BMDMs), fortemente aderidos a
placa, foram desaderidos utilizando TrypLE (Life Technologies).

A eficécia da diferenciacdo deste protocolo é rotineiramente avaliada pelo Laboratorio
de Imunologia Aplicada (LIA) da Universidade de Brasilia, por meio de anélises de citometria

de fluxo, que mostram que entre 80-85% das células obtidas no cultivo de células ndo
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aderentes/pouco aderentes sdo células CD11c+/MHCII (caracterizando BMDC) e 85-91% das
celulas aderentes sdo F4/80+/CD11b (caracterizando BMDM).

Estimulacdo dos fagocitos com SCFAs e infeccdo com leveduras de P. brasiliensis

Para a infeccdo das células, as leveduras com tempo de repique entre 5 e 10 dias foram
transferidas para um tubo de centrifugacéo tipo Falcon de 15 ml contendo pérolas de vidro em
meio DMEM suplementado (5 mL) e agitadas (vortex) trés vezes, por 10 segundos. Apds 5
minutos de repouso, 1 mL da suspensdo (da porcdo superficial) foi transferido para um
microtubo de centrifugacdo e passou sucessivamente atraves de agulha (U-100) para desfazer
possiveis grumos formados pelo fungo. Apds esse procedimento, as leveduras foram contadas
em hemocitdmetro para ajustes de concentracao.

Os macréfagos RAW264.7 (3 x 10%pogo) foram infectados por P. brasiliensis na
proporg¢do 1 fungo:1 macréfago (MOI = 1) em meio DMEM suplementado (10% de SFB, 1%
de aminoécidos ndo essenciais e gentamicina 50 pg/mL) e cultivadas em incubadora a 37 °C e
5% de CO2 em placa de cultivo de 24 pocos. Apos 24 e 48 horas de infeccdo, foi coletado o
sobrenadante dos pocos em microtubos de centrifugacdo e armazenados a -20 °C, para execugao
de ensaios da cinética de producdo de citocinas, efeito da acidificacdo de fagolisossomos e
producdo de NO.

Os BMDMs (2,5 x 10%/pogo) e BMDCs (1,5 x 10%poco) foram cultivados em placas de
cultivo de 24 pocos e, apds 24 horas, foram infectados por leveduras de P. brasiliensis com
MOI = 2 (para BMDM) e MOI = 1 (para BMDC) em meio RPMI suplementado (10% de SFB),
e cultivados em incubadora a 37 °C e 5% de CO,. O sobrenadante dos pocos foi coletado ap6s
24, 48 e 72 horas de infeccdo e armazenado a -20 °C. para ensaio da cinética de producéo de
citocinas e producgéo de NO.

Em todos os experimentos acima, os fagécitos foram tratados ou ndo com diferentes
concentracdes dos SCFAs (0, 20 e 40 mM): Butirato de sodio, Acetato de sodio, Propianato de
sodio, todos da Sigma-Aldrich, 1 hora antes da infec¢cdo experimental com Pb18. Como controle
positivo para ativacdo de ambas as linhagens de fagécitos, utilizou-se lipopolissacarideo (LPS
de Escherichia coli 055:B5, InvivoGen) 1 pg/mL na presenca ou auséncia da infeccdo
experimental das células por Pb18.
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Dosagem de citocinas no sobrenadante das culturas de células

O sobrenadante retirado das culturas de macréfagos e células dendriticas, tratados ou
ndo com diferentes concentracfes dos SCFAs e infectados ou ndo com P. brasiliensis, foi
estocado a -20 °C e posteriormente utilizado para dosagem de citocinas, pelo ensaio ELISA-
Sanduiche (Enzyme-Linked Immunosorbent), empregando as recomendacbes do fabricante
(Invitrogen). Nos sobrenadantes, foram analisadas as citocinas TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-
12/23. A absorbancia das amostras foi analisada em leitor de microplacas BioTek ELx800
(BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA), com comprimento de onda de leitura de 450 nm, a
partir do software Gen5 Data Analysis versdo 2.05 (BioTek Gen5 Software, Winooski, VT,
EUA). Os dados foram analisados pelo software SoftMax Pro versdo 5.2 (SoftMax Pro
Software, Sunnyvale, CA, EUA).

Dosagem do 6xido nitrico do sobrenadante das culturas de células

O 6xido nitrico (NO) se decompde em nitritos e nitratos em meio de cultura celular. A
concentracdo de nitrito é determinada por uma reacdo colorimétrica utilizando o reagente de
Griess, composto por diamina di-hidroclorido naftaleno (NEED) 0,1% diluido em agua
destilada, sulfanilamida 1% diluida em &cido fosforico a 5%, acido fosférico a 5% diluido em
agua destilada e dgua destilada pura, os quais sao misturados em partes iguais no momento do
uso. Nesse sentido, combinou-se 50 puL da amostra com 50 uL do reagente de Griess, por 10
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, foi determinada a absorbancia em leitor de
microplacas BioTek ELx800 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) a 550 nm. Os dados
foram analisados pelos softwares Gen5 Data Analysis versdo 2.05 (BioTek Gen5 Software,
Winooski, VT, EUA) e SoftMax Pro verséo 5.2 (SoftMax Pro Software, Sunnyvale, CA, EUA).

Avaliacdo da capacidade fungicida de macrofagos e avaliacdo do papel da acidificacéo do
fagolisossomo

Para avaliagdo do papel da acidificacdo do fagolisossomo na capacidade microbicida de
macréfagos, foi utilizado Bafilomicina A1 a 0,5 uM (InvivoGen). A Bafilomicina € um inibidor
de V-ATPase e da fusdo de autofagossomo-lisossomo. Esse inibidor foi adicionado as culturas
de RAW264.7 1 hora antes da infeccdo por leveduras de P. brasiliensis e concomitante ao
tratamento com os SCFAs.

Apo0s 24 e 48 h de co-cultivo de macréfagos RAW264.7 e leveduras de Pb18 em MOI
=1, a 37 °C em estufa contendo 5% de CO., 0 sobrenadante dos po¢os de cultivo foi retirado e
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armazenado a -20 °C para dosagem de citocinas; e as monocamadas foram tratadas com agua
destilada gelada para lise dos macréfagos. O material foi, entdo, plaqueado (100 pL/sec¢do de
placa de Petri) em meio BHI-agar enriquecido (4% de dextrose e gentamicina 50 pug/mL). As
placas de Petri foram incubadas a 37 °C por até 8 dias, quando foi entdo contado o CFU.

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versao 9.5.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Analise de variancia unidirecional
(ANOVA one-way) foi usada para comparar as diferengas entre os grupos, e as comparagoes
individuais dos grupos foram feitas usando o pds-teste de Tukey. O intervalo de confianca de

95% foi determinado para todos os experimentos.

27



RESULTADOS

Avaliacado do efeito direto dos SCFAs na viabilidade fungica

Com o objetivo de avaliar o efeito direto dos SCFAs na viabilidade de leveduras de P.
brasiliensis, isolados de Pb18 foram cultivados em meio de cultivo e tratados com acetato (40
mM), butirato e propianato (20 mM) a partir de valores extraidos da literatura e testados por
nosso grupo de pesquisa (Machado et al., 2022; Mirmonsef et al., 2012; Nguyen et al., 2011).
Foi possivel observar que ndo existe diferenca significativa na viabilidade fungica quando
avaliamos a diferenca na contagem de CFU de 24h com o indculo inicial (Oh) para nenhuma
das concentragdes de SCFAs avaliadas, em comparagdo ao grupo controle (Pb) (Figura 1).
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Pb Pb+P20 Pb+B20 Pb+A40

Figura 1 - Crescimento de leveduras de P. brasiliensis estimuladas com SCFAs. Isolados de Pb18 (Pb) foram
cultivados em meio de cultivo tratado com propianato a 20 mM (P20), butirato a 20 mM (B20) e acetato a 40 mM
(A40). Apbs 0 e 24 horas, foram coletadas aliquotas e o contetido foi semeado em placa de Petri com BHI-&gar
suplementado. As Unidades Formadoras de Col6nia (CFU/mL) foram contadas apds 7 dias de semeadura. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrédo da diferenca percentual de CFU/mL em [24h-0h], para
cada grupo. Os resultados s&o representativos de um experimento independente conduzido em triplicata.

Dosagem de citocinas na infeccdo dos fagocitos com leveduras de P. brasiliensis apos
tratamento com SCFAs

A fim de avaliar o efeito dos SCFAs na modulacdo da producdo de citocinas por
fagdcitos, foi realizado tratamento prévio com esses &cidos graxos e, em seguida, a infecgdo
por leveduras de Pb18. Foi possivel observar que macr6fagos murinos de linhagem imortalizada
(RAW264.7) tiveram inibicdo da secrecdo de TNF-a — principal citocina pro-inflamatéria
produzida por macréfagos — estimulados por acetato 20 e 40 mM, propianato 10 e 20 mM e
butirato 10 e 20 mM, em 24 e 48 horas de infeccdo por leveduras de P. brasiliensis (Fig. 2).
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Figura 2 - Secrecdo de TNF-o por macrofagos estimulados com SCFAs e infectados por P. brasiliensis.
Macrdéfagos RAW264.7 (M) foram estimulados com propianato a 10 mM (P10) e 20 mM (P20), butirato a 10 mM
(B10) e 20 mM (B20) e acetato a 20 mM (A20) e 40 mM (A40) 1 hora antes da estimulacdo por LPS (1 ug/ml) (A
e B) ou infeccdo com P. brasiliensis (Pb) (C e D) em MOI = 1. Ap6s 24 e 48 horas, 0 sobrenadante foi coletado e
utilizado para dosagem de TNF-a por ensaio de ELISA. Os resultados sdo apresentados como média + desvio
padrdo de dois experimentos independentes conduzidos em triplicata. *p < 0,05.

Experimentos-piloto demonstraram que a adi¢cdo dos SCFAs nédo induz a producdo de
citocinas, como TNF-a, em macrofagos ndo infectados. Importante notar, ainda, o efeito anti-
inflamatdrio similar dos SCFAs em macrofagos ndo infectados estimulados com LPS (Fig. 2A-
B), como descrito na literatura (Chen et al., 2018; Ciarlo et al., 2016; Liu et al., 2012b; Usami
et al., 2008). Diante dos resultados obtidos com essas células, optou-se por prosseguir com as
concentracdes de 20 mM para butirato e propianato, e 40 mM para acetato.

Para expandir nossas andlises, avaliamos se o efeito regulatério dos SCFAs na produgéo
de citocinas também ocorreria em fagocitos primarios derivados de medula 6ssea murina. Foi
observado que, em BMDMs e BMDCs, os SCFAs, nas concentracfes testadas, inibem a
producdo de TNF-a (Fig. 3A-B). Ademais, em BMDMs e BMDCs, os SCFAs, especialmente
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propianato (20 mM) e butirato (20 mM), também inibiram a secre¢édo de IL-10 (Fig. 3C-D),
citocina de papel anti-inflamatério e pro-resolutivo em processos inflamatorios, o que mostra
um papel duplo de inibi¢do de citocinas pro- e anti-inflamatdrias pelos SCFAs nesses fagocitos.

Em contrapartida, a citocina IL-1B, em sua forma bioativa, apresentou aumento de
secrecdo em BMDMs e BMDCs infectados por P. brasiliensis e tratados com propianato e
butirato a 20 mM (Fig. 3E-F) e ndo houve producao significativa de I1L-12p70 por BMDMSs ou
BMDCs infectados por P. brasiliensis e tratados ou ndo com SCFAs, em 24 e 48 horas.
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Figura 3 - Secre¢do de TNF-o (A-B), IL-10 (C-D) e IL-1pB (E-F) por BMDMs e BMDCs estimulados com SCFAs
e infectados por P. brasiliensis. Células BMDM e BMDC foram estimuladas com propianato a 20 mM (P20),
butirato a 20 mM (B20) e acetato a 40 mM (A40) 1 hora antes da infec¢do com P. brasiliensis (Pb) em MOI =1
ou 2. Apds 24 horas, o sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem de citocinas por ensaio de ELISA. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrao de dois experimentos independentes conduzidos em
triplicata. *p < 0,05.

Avaliacdo da capacidade fungicida de macréfagos e avaliacdo da acidificacdo do
fagolisossomo

Considerando que ndo ocorreu efeito fungicida direto dos SCFAs em P. brasiliensis e

que SCFAs regulam a producdo de citocinas de fagocitos, buscou-se avaliar a capacidade

fungicida de macrofagos RAW264.7 previamente tratados com os SCFAS e o possivel papel da

acidificacdo do fagolisossomo, essencial processo associado a capacidade microbicida de
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fagocitos. Nesse sentido, foi observado que macréfagos estimulados com butirato (20 mM) e
acetato (40 mM) apresentaram maior capacidade fungicida quando comparados a células ndo
tratadas (Fig. 4), evidenciado pela significativa redu¢do das CFU. Os experimentos utilizando

propianato foram inconclusivos.
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Figura 4 - Capacidade fungicida de macrofagos estimulados com SCFAs e infectados por leveduras de P.
brasiliensis, com ou sem a presenga de bafilomicina. Macréfagos RAW264.7 (M) foram estimulados ou ndo com
butirato a 20 mM (B20), acetato a 40 mM (A40) e Bafilomicina Al a 0,5 uM (Bafilo) 1 hora antes da infec¢do por
P. brasiliensis (Pb) em MOI = 1. Apo6s 48 horas de infeccdo, os macréfagos foram lisados com &gua destilada
estéril gelada, e o contetido, plagueado em placa de Petri com BHI-4gar suplementado. As Unidades Formadoras
de Coldnia (CFU) foram contadas ap6s 8 dias de plaqueamento. Os resultados sdo apresentados como média +
desvio padrdo, representativos de um experimento independente conduzido em quadruplicata. *p < 0,05
comparado a M+Pb. #p < 0,05 comparado com cada grupo respectivo sem adi¢do de bafilomicina.

Interessantemente, o efeito fungicida de macrdéfagos estimulados com SCFAs é
parcialmente revertido na presenca de bafilomicina, um inibidor de V-ATPase e da fusdo de
autofagossomo-lisossomo, sugerindo que a aumentada capacidade fungicida associada aos
SCFAs depende ndo somente da inducdo da acidificacdo do fagolisossomo, mas também de
outros mecanismos (Fig. 4).

Nesse contexto, considerando o papel fungicida do NO na infec¢éo de macréfagos com
P. brasiliensis, avaliamos a producdo desse reativo de nitrogénio na forma de nitrito no
sobrenadante dos cultivos celulares na presenga dos SCFAs (Gonzalez et al., 2000).
Interessantemente, ndo ocorreu alteracéo significativa na producdo de NO pelos grupos tratados
em relagdo ao grupo infectado (M+Pb) (Fig. 5).
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Figura 5 - Secrecdo de 6xido nitrico (NO) por macr6fagos estimulados com SCFAs e infectados por leveduras de
P. brasiliensis. Macr6fagos RAW264.7 (M) foram estimulados com propianato a 20 mM (P20), butirato a 20 mM
(B20), acetato a 40 mM (A40) 1 hora antes da estimulacéo por LPS (1 ug/ml) ou infecgdo com P. brasiliensis (Pb)
em MOI = 1. Apds 48 horas, 0 sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem de nitrito por ensaio de Griess.
Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo, representativos de dois experimentos independentes
conduzidos em quadruplicata.

Alem disso, em macréfagos RAW264.7, o tratamento com bafilomicina inibiu o efeito
imunomodulador dos SCFASs na producao de TNF-o em 24 ¢ 48 horas (Fig. 6). Diante disso,
pode-se inferir que a acidificagdo do fagolisossomo possui papel importante na resposta anti-
inflamatoria induzida por SCFAs, na infeccdo por P. brasiliensis, uma vez que inibe a producdo

dessa citocina pré-inflamatoria.
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Figura 6 - Secrecdo de TNF-a por macrofagos estimulados com SCFAs e infectados por leveduras de P.
brasiliensis, com ou sem a presenca de bafilomicina. Macr6fagos RAW?264.7 (M) foram estimulados com
propianato a 20 mM (P20), butirato a 20 mM (B20), acetato a 40 mM (A40) e Bafilomicina Al a 0,5 uM (Bafilo)
1 hora antes da estimulac¢do por LPS (1 pg/ml) ou infec¢do com P. brasiliensis (Pb) em MOI = 1. Ap6s 24 (A) e
48 horas (B), 0 sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem de TNF-a por ensaio de ELISA. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrdo, representativos de dois experimentos independentes conduzidos
em quadruplicata. *p < 0,05 comparado a M+Pb. #p < 0,05 comparado com cada grupo respectivo sem adicéo de
Bafilomicina.
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DISCUSSAO

Os SCFAs (butirato, propianato e acetato), subprodutos da fermentacdo de fibras e
carboidratos da dieta, podem modificar diversos processos celulares intra- e extraintestinais,
como a manutencao da integridade da barreira epitelial e da homeostase da microbiota intestinal
(Bongiovanni et al., 2021; Hockenberry et al., 2021; Kasubuchi et al., 2015; Zhan et al., 2022).
Em processos inflamatoérios e imunitéarios, sdo multiplos os mecanismos que contribuem para o
controle de patdgenos, incluindo o efeito direto em microrganismos patogénicos. Nesse
contexto, em nosso estudo, ndo foi observado impacto direto na viabilidade de P. brasiliensis
por nenhum dos SCFAS, nas concentracdes testadas, quando comparados a levedura ndo tratada
(Resultados, Figura 1).

Em contraste, a literatura sugere que o butirato reduz tanto o crescimento quanto
caracteristicas de viruléncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e fungos como C.
albicans e C. neoformans a partir da perturbacdo do balanco osmotico e aumento da
permeabilizacdo da membrana celular, de forma concentragdo-dependente (Du et al., 2021;
Kennedy et al., 2019; Li et al., 2018; Nguyen et al., 2011). Além disso, os SCFAs inibem o
metabolismo energético fungico e seus derivados atuam como doadores de acilag6es de lisina,
impactando significativamente a fungdo das proteinas e o proteoma fingico, consequentemente
alterando a morfologia de C. albicans (McCrory et al., 2024; Xie et al., 2024).

Ainda sobre C. albicans, 0 acetato mostrou aumentar a exposicéo de p-1,3-glucana na
parede celular; cabe considerar que essa estrutura € reconhecida por receptores dectina-1 e
induzem a ativacdo de fagocitos, e seu mascaramento por parte do fungo é um importante
mecanismo de viruléncia para diversos fungos, como C. neoformans, Aspergillus fumigatus e
o0 proprio P. brasiliensis (Ballou et al., 2016; Carrion et al., 2013; Hardison; Brown, 2012;
O’Meara; Alspaugh, 2012; Puccia et al., 2016). Portanto, apesar da auséncia de efeito direto
sobre a viabilidade fangica, outros mecanismos devem ser explorados, como alteracdo da
parede celular modulando o reconhecimento por macréfagos tratados com SCFAs.

Na infeccdo pulmonar por P. brasiliensis, células fagociticas apresentam grande
importancia na contencgdo inicial do fungo, sendo que a resisténcia contra a infec¢do depende
principalmente da ativacdo, capacidade de ingestdo e fungicida de macrofagos, células
dendriticas e neutrdfilos (Burger, 2021; Giusiano, 2021). Em relagdo a imunomodulacéo de
fagdcitos tratados com SCFAs, foi observada a inibicdo da secrecdo de citocinas tanto pré-
quanto anti- inflamatorias em macréfagos e células dendriticas, tanto de linhagem imortalizada
quanto primarios derivados da medula 6ssea de camundongos (Resultados, Fig. 2 e 3A-B).
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Pode-se sugerir que esse efeito ocorre devido a regulacao da inflamacao pelo equilibrio
na producdo de citocinas pelos leucdcitos, seja pelo controle da expressdo génica celular via
inibicdo direta de HDACsS, seja pela regulacao de vias de sinalizacdo intracelular (Yao et al.,
2022). Além disso, acredita-se que o efeito pro- ou anti-inflamatério dos SCFAs dependa de
fatores como tipo da célula estimulada, condi¢Bes, ambiente e tipo de estimulo, assim como a
dose aplicada e os receptores celulares ativados (Corréa-Oliveira et al., 2016).

Corroborando com nossos achados de inibicdo da secrecdo de TNF-a por macrofagos e
células dendriticas murinas, diversos estudos mostram a inibicdo da secrecao de citocinas pro-
inflamatdrias em fagdcitos estimulados com LPS, ou infectados por bactérias, e tratados com
SCFAs (Cox et al., 2009; Liu et al., 2012b; Ohira et al., 2013; Vinolo et al., 2012). Na infecgéo
por P. brasiliensis, a producdo de TNF-a por macrofagos atua modulando e amplificando a
resposta imunitaria, estimulando reacdo granulomatosa na PCM experimental e promovendo
atividade fungicida. A producéo de IL-6, outra interleucina pré-inflamatdria importante, possui
atividade autocrina que estimula a producdo de outras citocinas pro-inflamatérias e peptideos
antimicrobianos, além de induzir uma resposta adaptativa do tipo Th17, conferindo resisténcia
parcial a PCM pulmonar experimental (Calvi et al., 2003; Souto et al., 2000; Tristdo et al.,
2017).

Entretanto, estudos utilizando linhagens de camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis
(B10.A) para P. brasiliensis sugerem que altas concentragdes de citocinas pré-inflamatorias,
como TNF-a e IL-6, por macréfagos ou células dendriticas estdo relacionadas a suscetibilidade
(Pina et al., 2008; De-Souza-Silva et al., 2020; Burger, 2021). Especificamente, avaliando o
transcriptoma de BMDCs de camundongos A/J e B10.A a infeccdo por P. brasiliensis, foi
demonstrado que BMDCs de camundongos suscetiveis apresentaram resposta mais intensa a
infeccdo, com maior producdo de TNF-a e IL-6 quando comparadas a BMDCs da linhagem
resistente, sugerindo e corroborando que uma reacdo imunitaria inflamatoria exagerada e
precoce a esse fungo pode estar ligada a suscetibilidade do hospedeiro. Associados a essa
resposta de BMDCs da linhagem suscetivel, foram observados repressdo da acidificacdo
lisossdmica, da atividade catalitica e da funcdo autofagica, o que pode afetar negativamente o
processamento e apresentacao de antigenos por BMDCs de camundongos suscetiveis, levando
a ativacao ineficaz da resposta imunitaria adaptativa e maior suscetibilidade a infeccdo por P.
brasiliensis (De-Souza-Silva et al., 2020). Infere-se, portanto, que a secrecdo exacerbada de
TNF-a e IL-6 por fagdcitos é responsavel pelo crescimento fungico, estabelecimento da
infeccdo por P. brasiliensis e intensificacdo da resposta inflamatoria deletéria e, assim, sua
inibicdo é benéfica para o controle da PCM.
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Ademais, em BMDMs e BMDCs, os SCFAs, mais marcadamente o butirato e o
propianato, também inibiram a secre¢do de IL-10, citocina de papel anti-inflamatorio e pro-
resolutivo em processos inflamatérios (Resultados, Fig. 3C-D). Embora os achados da literatura
sejam divergentes, o estudo de Cox et al. (2009) com mondcitos humanos in vitro estimulados
com LPS mostrou reducgédo na producéo de diversas citocinas, incluindo IL-10, na presenga de
SCFAs; além disso, macrofagos tratados com butirato e infectados por Salmonella enterica
apresentaram reducdo na expressdo de RNA mensageiro (RNAm) IL10 (Schulthess et al.,
2019).

Células dendriticas murinas expostas a antigenos particulados de P. brasiliensis sao
capazes de reduzir a producdo de IL-10 por linfocitos T CD8+ (citotoxicos), além de reduzir a
carga fangica in vivo e estimular a inducdo de tolerancia (Costa et al., 2015). A deficiéncia de
IL-10 em camundongos tem sido relacionada a resisténcia a infecgdo pulmonar por P.
brasiliensis, por reducdo na producdo de citocinas pré-inflamatdrias e NO, promog¢do de
imunidade humoral precoce e dano pulmonar controlado (Costa et al., 2013). Portanto, a
reducdo na producdo de IL-10 por fagdcitos infectados por P. brasiliensis, assim como a
observada no tratamento com os SCFAS, deve ser benéfica para o controle da infecgéo.

Com relacdo a IL-12, sua secrecdo € considerada um dos principais mecanismos de
defesa de fagocitos ativados na infeccdo por P. brasiliensis, por ser responsavel pela
polarizacdo de uma resposta imunitaria adaptativa do tipo Th1, protetora contraa PCM (Burger
2021; de Castro et al., 2013). Da mesma forma, o tratamento de camundongos com IL-12
impede a disseminacéo extrapulmonar de fungos (Calich; Kashino, 1998; Livonesi et al., 2008).
No presente trabalho, ndo foi detectado producdo significativa de IL-12 em qualquer grupo
infectado com P. brasiliensis, tratado ou ndo com SCFAs.

De fato, o isolado Pb18 atua inibindo a producdo de IL-12, especialmente em células
dendriticas, mesmo na presenca de zymosan (ligante do receptor dectina-1) ou LPS, por meio
da inibicdo da transcri¢do do gene IL12A que codifica a subunidade p35 da IL-12 (Ferreira et
al., 2004; Silva et al., 2021). Além disso, O butirato tem se demonstrado capaz de inibir a
producdo de IL-12 de forma dose-dependente em macrdfagos murinos e em células dendriticas
humanas, induzida por tanto por LPS quanto por outros estimulos pro-inflamatérios, como
prostaglandinas e IL-1pB (Chang et al., 2014; Liu et al., 2012a; Millard et al., 2002). Na infeccéo
bacteriana por E. coli, macréfagos humanos e murinos também tiveram sua producdo de
citocinas pro-inflamatdrias como IL-12, IL-6 e TNF diminuida quando estimulados com
propianato (Ciarlo et al., 2016).
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A citocina IL-1B, no contexto da infecgdo de fagocitos por P. brasiliensis, tem sua
secrecdo da forma bioativa dependente do inflamassoma NLRP3 e est4 associada a prote¢ao do
hospedeiro contra o fungo in vitro e in vivo (Feriotti et al., 2015; Ketelut-Carneiro et al., 2018;
Kurokawa et al., 2007; Tavares et al., 2013). Além de outros efeitos imunomodulatérios
relevantes, os SCFAs também atuam na ativacao do inflamassoma NLRP3 quando associado a
estimulos de TLRs e, consequentemente, no aumento da producéo de IL-1B em fagocitos
(Ratajczak et al., 2019; Wang et al., 2024).

Importante notar que o P. brasiliensis é reconhecido pelos receptores TLR2 e TLR4
(Loures et al., 2009; Loures et al., 2010). De forma similar ao encontrado no presente trabalho,
Wang e colaboradores (2024) mostraram que, em macréfagos humanos tratados com propianato
ou butirato, a ativagédo de inflamassoma NLRP3 reduz a resposta inflamatdria promovida por
LPS — um ligante de TLR4 — com inibig¢&o da produgao de citocinas como TNF-a e IL-10, e
inducdo de IL-1P dose-dependente dos SCFAs. Interessantemente, a inibicdo da secregdo de
IL-10 é necessaria para a ativacao do inflamassoma, uma vez que sua secrecao € parcialmente
mediada pela inibi¢do da ativacdo de NLRP3. Esse efeito é consistente com o encontrado em
nosso estudo, uma vez que os SCFAs promoveram, simultaneamente, a inibicdo de IL-10 e
TNF-o e 0 aumento na secrecao da forma bioativa de IL-1p (Resultados, Fig. 3). Em conjunto,
os resultados associados & secrecdo de citocinas sugerem que os SCFAs sdo capazes de
promover o equilibrio na producéo de citocinas pro- e anti-inflamatorias por fagocitos diante
da infeccéo por P. brasiliensis, o que deve favorecer a resisténcia a infeccéo.

Além do perfil da producéo de citocinas pelos fagécitos, é essencial avaliar o impacto
do tratamento com SCFAs na capacidade fungicida dessas células. Macréfagos murinos
estimulados com butirato e acetato anteriormente a infecgdo por P. brasiliensis apresentaram
maior capacidade fungicida quando comparados a células ndo tratadas (Resultados, Fig. 4).
Esse efeito também pode ser visto na infeccdo experimental de macréfagos por fungos
patogénicos C. albicans, C. parapsilosis, C. neoformans; e bactérias (E. coli, C. difficile,
Corynebacterium pseudotuberculosis, entre outras) tratados com SCFAs (Fachi et al., 2019;
Nguyen et al., 2011; Xiong et al., 2016; Zhou et al., 2019).

Para que a degradacéo de particulas fungicas ou bacterianas ocorra, é necessaria a fusdo
entre lisossomos e o fagossomo contendo o fungo, formando o fagolisossomo. Esse processo,
denominado de maturacdo do fagolisossomo, € caracterizado pela acidificacdo progressiva
dessa organela via V-ATPase e € essencial para atuacdo das enzimas lisossomais e otimizacéo

da capacidade microbicida de fagdcitos (Jia et al., 2024). Nesse contexto, utilizamos
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Bafilomicina Al para inibir a acidificacdo fagolisossomal e mostramos que o efeito fungicida
induzido pelos SCFA era significativamente reduzido (Resultados, Fig. 4).

De fato, ha evidéncias tanto da formacao quanto da acidificacdo do fagolisossomo serem
moduladas pelos SCFAs, uma vez que esses &cidos graxos também promovem a formac&o dessa
estrutura a partir de seu reconhecimento por receptores de membrana GPCR43 e consequente
aumento na expressdo da via quinase mTOR, associada ao sucesso da fusdo fagossomo-
lisossomo levando, por exemplo, a eliminagéo eficiente de Klebsiella pneumoniae em
macrofagos RAW?264.7 e alveolares de camundongos (Wu et al., 2020).

Em P. brasiliensis, a acidificacdo do fagolisossomo também tem sido mostrada como
um fator necessario na ativacdo de inflamassoma NLRP3 em fagdcitos infectados por esse
fungo, e que a sinalizacdo mediada por IL-1R1, o receptor de IL-1B, € necessaria para atividade
fungicida de macrofagos (Tavares et al., 2013). Ainda, a sinalizagdo de IL-1R1 € necesséria
para a maturacdo fagolisossomal e atividade microbicida de macréfagos infectados com
Mycobacterium tuberculosis (Fremond et al., 2007; Lazarevic; Martinon, 2008). Nesse sentido,
pode-se sugerir que o impedimento da acidificagdo do fagolisossomo comprometeu a ativacéo
de NLRP3 g, consequentemente, a capacidade fungicida de macréfagos, ainda que tratados com
SCFAs.

Importante notar que os resultados do CFU sugerem que a inibicdo da acidificacdo do
fagolisossomo pela bafilomicina ndo compromete completamente a capacidade fungicida de
macrofagos estimulados por SCFAs, uma vez que os grupos tratados com bafilomicina ainda
apresentam reducao significativa do crescimento fangico em relagcdo ao grupo controle (M+Pb).
A partir disso, infere-se que os SCFASs interferem na capacidade fungicida de macréfagos por
mais de um mecanismo.

Assim, consideramos a modulagdo da produgdo de NO pelos SCFAs nos macréfagos
infectados por P. brasiliensis. O NO € uma importante molécula microbicida geradas no interior
de fagolisossomos de fagdcitos, e possui atividade sinérgica a ROS na formacdo de compostos
oxidantes que resultam em dano e morte celular, sendo considerado um importante fator
fungicida em fagdcitos infectados por P. brasiliensis (Feriotti et al., 2013; Giusiano, 2021;
Gonzalez et al., 2000; Moscardi-Bacchi et al., 1994). Entretando, o tratamento com SCFA nao

resultou em aumento da producdo de NO (Resultados, Fig. 5).

Importante notar que a eliminacdo eficiente de outros fungos patogénicos, como C.
albicans e Histoplasma capsulatum, requer maturacéo fagolisossomal independente da funcéo
de NO, como sugerido no presente trabalho (Newman et al., 2005; Strasser et al., 1999). Além

38



disso, ROS também podem estar atuando, como ja descrito para P. brasiliensis (Carmo et al.,
2006; Souto et al., 2000). Na infeccdo por P. brasiliensis, 0 NO possui um papel duplo: apesar
de mediar o aumento da capacidade fungicida de macrofagos ativados por citocinas (como IFN-
v), existe uma correlacdo inversa entre as produgdes de TNF-o e NO em macréfagos alveolares
e peritoneais de camundongos resistentes A/J (Nascimento et al., 2002). Nesse sentido, altos
niveis de NO produzidos por mondcitos murinos estdo associados a efeito deletério na PCM
pulmonar, com reducdo na formacao de granulomas e aumento da disseminacao fangica e de
metaloproteinases, o que indica que sua modulacdo pode melhorar o progndstico clinico da
PCM (Bernardino et al., 2013; Bocca et al., 1998; Nishikaku et al., 2009).

Os SCFAs demonstram efeitos complexos e, muitas vezes, contraditérios na modulagéo
da producdo de NO por fagocitos. Machado e colaboradores (2022) mostraram que 0 acetato
aumenta a producdo de NO por macrofagos alveolares estimulados por Streptococcus
pneumoniae. Esse efeito € dependente da producdo de IL-1PB, que atua de forma autdcrina
promovendo a producdo desse 0xido. No estudo de Nguyen e colaboradores (2011), macréfagos
J774.16 infectados por C. albicans e C. neoformans aumentaram a secre¢édo de NO quando
tratados com butirato a 20 e 40 mM; interessantemente, ambos SCFAS reduziram a secregéo de

NO por macrofagos estimulados com LPS.

Esse efeito pode ser explicado pela supressdo da via de sinalizagdo NF-kB ¢ pela
inibicdo direta de HDACSs desses SCFAS, com consequente repressdo da transcricdo do gene
Nos2 (codificador da enzima iNOS, ou éxido nitrico-sintase induzida) e entdo reducdo na
producdo de NO (Chang et al., 2014; Corréa-Oliveira et al., 2016; Liu et al., 2012b). Além
disso, a polarizacdo de macrofagos para um fendtipo M2 promovida por butirato e propianato
também € caracterizada por uma menor producdo de NO em comparacdo ao fendtipo M1 (de
maior atividade microbicida) (Xie et al., 2024; Ji et al., 2016).

Estudos posteriores devem ser conduzidos para avaliar o papel dos SCFAs na
modulacdo da producdo de ROS na infeccdo por P. brasiliensis. Macrofagos infectados por S.
enterica mostraram aumento na producdo de ROS quando previamente estimulados com
butirato e propianato a partir do aumento da atividade da enzima NADPH oxidase; em
contrapartida, na infeccéo por C. albicans e C. neoformans, houve redugédo na concentragdo de
superdxido, embora o mecanismo envolvido ainda ndo seja bem elucidado (Nguyen etal., 2011;
Schulthess et al., 2019).

Finalmente, a acidificacdo do fagolisossomo parece ter relacdo com o efeito anti-
inflamatorio dos SCFAs, especialmente na producdo de TNF-o por macrofagos diante da
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infeccdo por P. brasiliensis (Resultados, Fig. 6), estando o aumento da producdo de TNF-a,
guando no tratamento com bafilomicina, associado a menor capacidade fungicida dos
macrdfagos, como observado nos ensaios de CFU. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse

processo ainda ndo foram descritos na literatura e, portanto, devem ser mais bem explorados.
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CONCLUSOES

Em sintese, os SCFAs ndo mostraram efeito direto na viabilidade de P. brasiliensis,
porém inibiram a secrecdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias na infecgdo de macrofagos e
células dendriticas murinas por P. brasiliensis in vitro. Alem disso, a acidificacdo do
fagolisossomo é necessaria — mas ndo suficiente — para a atividade fungicida induzida por
SCFA:s. Os achados, portanto, sugerem um papel imunomodulador dos SCFASs nesses fagocitos

(Fig. 1).

Capacidade

: aa - Fagolisos
microbicida

§TNF-a
$IL-10

@acréfago

Figura 1 - Efeito imunomodulatdrio dos SCFAs em macrofagos infectados por P. brasiliensis. Os SCFAS acetato,
butirato e propianato ndo mostraram efeito direto na viabilidade flngica. Entretanto, a partir do reconhecimento
de padroes moleculares associados a microrganismos (MAMPs) da parede flngica por receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) de macrofagos (ou células dendriticas), possivelmente TLRs (receptores Toll-
like), ocorre a fagocitose da levedura e a fusdo/maturagdo do fagolisossomo, estrutura cuja acidificagdo interfere
parcialmente no efeito fungicida dos SCFAs, porém sem modulagdo na concentragdo de 6xido nitrico (NO).
Acredita-se que, a partir da acidificacdo do fagolisossomo, ha ativacdo do complexo multiproteico citoplasmético
inflamassoma NLRP3 que, em sinergia com o efeito direto de inibicdo de histona desacetilases (HDAC) dos
SCFAs, promove a inibicdo na secre¢do de citocinas pro- (TNF-a) e anti-inflamatdrias (IL-10), e aumento na
secre¢do de IL-1p em sua forma bioativa, com consequente aumento da capacidade microbicida desses fagocitos.
Fonte: autoria propria.

Os achados desse trabalho apresentam, naturalmente, limitagdes dos resultados in vitro
em relacdo a reprodutibilidade da complexidade da infeccdo in vivo, dificuldade na definicdo

da concentracdo ideal de SCFAs para a modulagdo da resposta imune em tipos celulares e
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modelos experimentais distintos e envolvimento de mecanismos de a¢do ndo mencionados. No
entanto, a comprovagéo da atividade imunomodulatéria dos SCFAs em fagdcitos infectados
por P. brasiliensis in vitro representa um importante passo na pesquisa basica com perspectivas

para o desenvolvimento de novas terapias.

Haja vista o pioneirismo do presente trabalho em relacdo ao efeito imunomodulatério
dos SCFAs na infeccdo por P. brasiliensis, diversas questdes ainda necessitam ser elucidadas,
como o efeito desses SCFAs na morfologia e composicéo da parede celular flngica, interacdo
com P. brasiliensis e funcdo fagocitica dos fagdcitos, modulagéo e papel da producdo de ROS
na capacidade fungicida, aléem de detalhar o papel da fusdo e acidificacdo do fagolisossomo e
elucidar o potencial papel imunomodulador dos SCFAs na PCM experimental pulmonar em

camundongos (in vivo).
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