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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica, causada pelo fungo
termodimorfico Paracoccidioides brasiliensis, adquirida pela inalagdo de propagulos
da forma miceliana, presentes no solo. O desenvolvimento da doenca depende de
fatores do fungo, como mecanismos de evasdo, além de fatores do hospedeiro.
Nesse contexto, o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa com
predominéancia de linfécitos T auxiliares do tipo 1 é considerada adequada e
associada a resisténcia a PCM em modelos murinos e em humanos. A resposta
adaptativa € iniciada e direcionada principalmente por células dendriticas (DCs)
apos o reconhecimento de padrées moleculares de patdgenos. Assim, este trabalho
avalia a capacidade imunomodulatéria de dois agonistas de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) sobre DCs. Para isso DCs foram infectadas com P.
brasiliensis e tratadas com agonistas de PRRs Zymosan e Pam3csk4, que sao
respectivamente ligantes de Dectina-1/TLR-2 e TLR-2. Observou-se que, em geral, o
tratamento induz a uma modulacdo de diversas atividades de DCs infectadas com o
fungo. Foi observado o aumento da producgéo de citocinas, como TNF-qa, IL-6 e IL-
1B, a inducao significativa da maturacdo das DCs, que em geral € inibida pelo P.
brasiliensis. Além disso, o tratamento induziu o desenvolvimento de um perfil de
citocinas associadas a resposta com predominancia de linfécitos Thl. Ainda foi
observada a capacidade do fungo de inibir a producdo de IL-12p70 por DCs pela
reducdo da transcricdo do gene il12a, que codifica a subunidade especifica p35
dessa citocina. Finalmente, a administracdo de zymosan em camundongos

infectados pelo P. brasiliensis resultou na diminuicdo significativa da carga fungica.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis; células dendriticas, agonistas de
PRRs, IL-12, IFN-y



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the thermally
dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. It is acquired by the inhalation of
propagules pf the mycelial form from the soil from the soil. The development of the
disease depends on fungus features such as evasion mechanisms, and of host
factors. In this context, the development of an adaptative immune response with a
predominance of type 1 helper T lymphocytes is considered adequate and
associated with resistance to PCM in murine models and in humans. The adaptive
response is initiated and directed mainly by dendritic cells (DCs) after the recognition
of pathogens molecular patterns. In this context this work evaluates the
immunomodulatory capacity of three pattern recognition receptor (PRR) agonists on
DCs during interaction with P.brasiliensis. DCs were infected with P. brasiliensis and
treated with PRRs agonists Zymosan, Zymosan Depleted and Pam3csk4, wich are
bound respectively to Dectin-1/TLR-2, only Dectin-1 and only to TLR-2. It was
observed that, in general, the treatment induces a modulation of various functions of
fungal infected DCs. It was observed increased production of cytokines, such as
TNF-a, IL-6 and IL-13 and significant induction of maturation DCs, which in general is
reduced by P. brasiliensis. Furthermore, the treatment induced the development of a
cytokines profile associated with Thl response predominance of lymphocytes.
Furthermore, this work demonstrated the capacity of the fungus to inhibit IL-12p70
production by DCs, via reduction of the il12a gene transcription that encodes the
specific p35 subunit of this cytokine. Lastly, the administration of zymosan in mice
infected with P. brasiliensis led to a significant reduction of the fungal burden in the

lung and spleen.

Key-words: Paracoccidioides brasiliensis, dendritic cells, PRRs’ agonists, 1L-12,
IFN-y
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1 - Introducéo

1.1 - A Paracoccidioidomicose (PCM) e seu agente etioldgico

Paracoccidioides brasiliensis

A PCM é a micose sistémica de maior prevaléncia na América Latina,
presente desde a Argentina até o México, e € causada pelo fungo Paracoccidioides
brasiliensis. No Brasil, esta € a micose sistémica que causa maior mortalidade e a
oitava doenca cronica/recorrente fungica ou parasitaria mais frequente. Essa doenca
ndo € de notificacdo compulséria, fato que favorece que ela seja negligenciada e
subnotificada. Além disso, as regides endémicas geralmente tém um sistema
precério de diagndstico (COLOMBO et al, 2011; COUTINHO et al, 2015).

Este ponto é de extrema relevancia, pois a PCM pode ser facilmente
confundida com tuberculose (por possuirem sintomas e perfis de imagens de Raio-X
semelhantes), requerendo diagndstico diferencial. Aproximadamente 14% dos
pacientes com PCM possuem de fato coinfeccdo com Mycobacterium tuberculosis, 0
que dificulta a identificacdo de ambos os patégenos (COUTINHO et al, 2015).
Mortes por PCM, em geral, ocorrem pelas lesbes disseminadas, insuficiéncia
respiratéria e complicacbes provenientes do longo tempo de uso de antifungicos
(PANIAGO, 2003; VIEIRA et al, 2014; MARTINEZ, 2017).

O Brasil é o centro endémico, contando com 80% dos casos relatados, sendo
os estados de S&o Paulo, Goids, Minas Gerais e Mato Grosso os mais afetados.
Além desses estados, na regido Norte, notadamente em Rondénia, com a abertura
de novas fronteiras agricolas também contribui para o atual panorama da micose
(Figura 1). Acometendo principalmente a populacédo rural, devido possivelmente ao
contato continuo com o habitat do fungo, que € o solo (COUTINHO et al, 2015;
MARTINEZ, 2017).

Estima-se que ocorreram 168 mortes por ano por PCM no Brasil entre 1996 e
2006. Como a letalidade esperada da doenca varia de 3% a 5%, o numero de novos
casos por ano no Brasil durante esse periodo variou entre 3360 e 56000
(MARTINEZ, 2017). Entre os anos de 1980 e 1999 na regido de Ribeirdo Preto (SP)
a incidéncia da PCM variou entre 1.5 e 3.7 casos a cada 100.000 habitantes/ano, ja

em Rondbnia, no norte do pais, entre os anos 1997 e 2012, a incidéncia foi, em
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média, de 9,4 casos a cada 100.000 habitantes/ano; contudo, ha alguns municipios
desse estado onde a incidéncia foi préxima de 40 casos a cada 100.000
habitantes/ano (RODRIGUES et al, 2011; VIEIRA et al, 2014; MARTINEZ,2017).
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Figura 1.: Mapa das regides endémicas de PCM nas Américas do Sul e Central. Areas amarelas
significam baixa incidéncia; areas laranjas sdo de moderada incidéncia; areas beges sao locais com
recente aumento de endemia; areas vermelhas sao de alta incidéncia e areas azuis sdo as primeiras

regides que tiveram a incidéncia considerada alta. (MARTINEZ, 2017).

O P. brasiliensis é um fungo termodimorfico presente no solo. Ele existe na
forma de micélio a temperatura ambiente, produzindo conidios que agem como
propagulos infecciosos. Uma vez que esses propagulos sdo inalados pelo
hospedeiro, o fungo consegue atingir os pulmdes, onde ele ira mudar para a forma
de levedura devido a temperatura de 37°C. Essa mudanca pode ser reproduzida in
vitro como mostrado na Figura 2 (DA SILVA et al,1999).
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Essa transicdo € indispensavel para que o fungo se estabeleca no pulméo,
pois acontecem alteragBes metabdlicas, fisiologicas e principalmente em sua parede
celular. H4 o aumento da quitina e a mudanca da propor¢cdo dos polimeros de
glicose de B-1,3-glicana e a-1,3-glicana (que passa a ser sintetizada e se localiza
acima da B-1,3-glicana, que € mais imunoestimulatéria) (BORGES-WALMSLEY et
al, 2002).

Além da mudanca estrutural da parede celular, outro aspecto importante para
o desenvolvimento fungico é sua capacidade de adesao as células do hospedeiro.
Ja foi observado que a principal proteina imunogénica do P. brasiliensis, gp43, que
age como fator de viruléncia, participa do processo de degradacao de citoqueratinas,
para a perda da caracteristica filamentosa das células epiteliais do pulméo,
facilitando a invaséo do fungo. (PUCCIA et al, 2011; DE OLIVEIRA, et al, 2015)

Figura 2: Analise morfolégica do Paracoccidioides em microscopia eletrénica mostrando a transigédo
da forma de micélio (A) para levedura (D) em 26°C e 36°, respectivamente. (B) e (C) mostram as

mudancas morfologicas durante essa transicdo (DA SILVA et al, 1999).

Um fato interessante da PCM é gue ela acomete muito mais homens (82%)

gue mulheres. Isso se deve a duas razdes: (1) fator de exposicéo, por ser um fungo
14



encontrado principalmente em zona rural as pessoas que trabalham diretamente no
campo estdo mais expostas e em sua maioria sdo homens; (2) estrogenos, o fator
hormonal presente nas mulheres dificulta a transicdo da forma micelar do fungo para
levedura, o que dificulta por sua vez, o desenvolvimento da doenca (BOCCA et al.,
2013; MENDES et al., 2017).

A PCM acomete principalmente individuos imunocompetentes e a
susceptibilidade a essa infeccdo fungica é bastante varidvel, pois a defesa
imunologica é complexa e multifatorial. Algumas pessoas podem ndo desenvolver a
doenca e permanecer ao longo da vida assintoméaticas. Tal fendbmeno geralmente
esta associado a uma formacdo adequada de granuloma no pulméo, liberacdo de
citocinas pro inflamatérias (como IL-1B, IL-12, IL-6 e IFN-y) e produgao de o6xido
nitrico, caracteristicas que inibem a disseminac¢éo fungica (CALICH et al, 2008; DE
CASTRO et al, 2013).

Por outro lado, ha pacientes que acabam desenvolvendo a doenca, o que
pode ocorrer de duas formas: aguda ou crbnica. A forma aguda da PCM, também
conhecida como juvenil, € mais severa, podendo ocorrer linfonodomegalia,
hepatoesplenomegalia, sintomas digestivos, cutaneos e osteoauriculares (BOCCA et
al., 2013; WANKE & AIDE, 2009; ROMANI, 2011). A forma crénica leva de meses a
anos para se desenvolver e € o perfil de cerca de 90% dos casos (MENDES et al.,
2017). E iniciada por lesdes pulmonares que podem disseminar para outros 6rgéos e
tecidos, como mucosas (principalmente da faringe e laringe), pele, linfonodos e
glandulas adrenais. O figado, baco e sistema nervoso central também podem ser
acometidos se ndo houver tratamento. As formas aguda e cronica estao
relacionadas com a producédo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4, IL-5 e IL-10
e a geracdo de uma resposta adaptativa com predominancia de linfécitos Th2
(CALICH et al, 2008).

1.2 — O reconhecimento fungico pelo sistema imune

A ativagdo do sistema imunoldgico se inicia com o reconhecimento do
microrganismo invasor. Tal processo ocorre devido ao fato de as células imunes
possuirem receptores com a funcédo de se ligarem a determinadas estruturas que

sdo estranhas ao hospedeiro. Esses receptores sdao chamados de receptores de
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reconhecimento padrédo (PRRs, pattern recognition receptors) e se ligam a antigenos
do microrganismo chamados de padres moleculares associados a patdégenos
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) (ROMANI, 2011).

Em caso de infecc¢des fungicas, os principais PAMPs sdo os componentes da
parede celular: quitina, 3-1,3-glicana e manana, enquanto os principais PRRs sao
pertencentes as classes receptores de lectina do tipo C (CLR, C-type lectin
receptors) e receptores do tipo toll, (TLR, Toll like receptors). Esse processo de
reconhecimento inicia a chamada resposta imune inata, que é principalmente
mediada por atividade celular, envolvendo processos inflamatérios. Neutrofilos,
mondcitos, macréfagos sdo as principais células que reconhecem, fagocitam e
medeiam a eliminagcdo do microrganismo, enquanto células dendriticas fazem o
processamento e apresentacdo antigénica, iniciando a chamada imunidade
adaptativa, basicamente mediada por linfocitos ativados que produzem citocinas,
quimiocinas e anticorpos para a elimina¢do do patégeno (ROMANI, 2011; KUMAR,
KAWAI & AKIRA, 2011; ERWIG & GOW, 2016 ).

1.3 — Células dendriticas e sua influéncia naimunidade adaptativa

As células dendriticas s@o as principais células apresentadoras de antigenos
profissionais (APC, antigen presenting cells). Imaturas, elas residem nos tecidos até
reconhecerem um microrganismo para fazer o reconhecimento pelos seus PRRs,
internaliza-lo e processa-lo. Quando o fazem, migram para os linfonodos, para
realizar a apresentacdo do antigeno aos linfécitos T virgens. Assim, as DCs séo
tidas como um elo entre as imunidades inata e adaptativa (BANCHEREAU et al,
2000).

O processo de migracdo para o linfonodo € concomitante a outro processo
imprescindivel para essa célula: sua maturacdo. Mudancgas importantes ocorrem nas
DCs para que a apresentacdo do antigeno seja realizada: diminuicdo da sua
capacidade de endocitose e fagocitose (pela diminuicdo dos receptores com essa
funcéo); aumento da expressao de moléculas coestimulatorias, como CD11b, CD40,
CD58, CD80 e CD86, além do aumento da expressdo do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex) de classe Il, que é a
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molécula que realizara a apresentacdo do antigeno processado para o linfocito T
CD4" virgem (BANCHEREAU et al, 2000; WUTHRICH, DEEP & KLEIN, 2012).

A proliferacdo e a polarizacdo das diferentes subpopulacdes de linfocitos T
dependem do tipo de estimulo, do processamento, da apresentacdo de antigenos e
consequentemente das citocinas secretadas pelas DCs maduras (SAID & WEINDL,
2015). Dentre as subpopulac¢des de linfocitos T auxiliares (Th), Thl e Th2 sdo dois
perfis diferentes, adequados para patdogenos intracelulares e extracelulares,
respectivamente. Essas populacbes estdo associadas a padrbes de citocinas
distintos. A produgdo de citocinas proé-inflamatorias como IL-12 e IL-18 esta
relacionada com a predominancia de linfécitos Thl e a consequente producdo de
IFN-y, que é uma citocina importante para regular a atividade das imunidades inata e
adaptativa e um potente ativador da funcdo microbicida de fagocitos, sendo
essencial para a resisténcia contra bactérias, fungos e parasitas intracelulares. Ja a
producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4, IL-5 e IL-13 esté relacionada
com a predominancia de linfocitos Th2 (TRINCHIERI, 2013; CALICH et al, 2008). A
figura 3 ilustra a producédo de citocinas por células dendriticas e sua capacidade de
induzir o desenvolvimento de diferentes subpopulacdes de linfocitos T frente a
diferentes infec¢Bes fungicas (ROMANI, 2011).
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Figura 3: Subpopulacbes de linfécitos T CD4+ em infecgdes flngicas. A capacidade das células
dendriticas responderem a diferentes combinacdes de PRRs-PAMPs com a ativacdo de diferentes
vias de sinalizacao, levando a producéo de diversas citocinas distintas, que culminardo na inducao de
um tipo predominante de linfécitos T ou regulatérios (Adaptado de: ROMANI, 2011)

Na infeccdo com P. brasiliensis, sabe-se que a resposta adequada ao
hospedeiro tem o envolvimento de IL-12, para geracao do perfil de linfécitos Thl e
producao de IFN-y e de IL-1B para auxiliar no controle do crescimento intracelular do
fungo, além da diminuicAo da producdo de citocinas relacionadas ao
desenvolvimento de linfocitos Th2 (THIND, TABORDA & NOSANCHUK, 2015). A
caracterizagdo da infeccdo com P. brasiliensis em humanos também mostra que a
resisténcia esta relacionada com a resposta predominante de linfécitos Thil,
enquanto a susceptibilidade a doenca possui uma predominancia de linfécitos Th2,
induzida por IL-4 e IL-13, principalmente (DE CASTRO et al, 2013).

Contudo, ja foi descrito que o P. brasiliensis € capaz de comprometer a
funcdo de DCs, reduzindo seu processo de maturacdo, por reduzir a expressao de
MHC de classe Il, CD40, CD80 e CD86, além de inibir drasticamente que essas
células produzam IL-12, essencial para a inducdo da producdo de linfécitos Thl
(FERREIRA, LOPES & ALMEIDA, 2004). Por outro lado, altos niveis IL-10 e TGF-
exercem atividade supressiva na imunidade celular, favorecendo a imunidade
humoral e o desenvolvimento da predominancia de linfécitos auxiliares reguladores

(Treg), que ndo induzem a ativacdo de macréfagos (DE CASTRO et al, 2013).

1.4 — A importancia dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRS)

As células do sistema imunol6gico do hospedeiro expressam receptores de
reconhecimento padrdo, que reconhecem microrganismos invasores e iniciam
determinadas cascatas de sinaliza¢éo celular, culminando na transcri¢cao de diversos
genes a fim de eliminar o patdgeno. Estes receptores podem estar localizados na
membrana celular ou mesmo no citoplasma e séo classificados em diferentes
familias (ROMANI, 2011).

Uma das familias mais importante para o reconhecimento fungico é a familia
CLR. Sao receptores definidos como proteinas transmembranas, capazes de se ligar

a maioria das espécies fungicas que sao patogénicas a humanos. Estao incluidos
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nessa familia: Dectina-1, Dectina-2, Mincle, ICAM-3, MR (receptor de manose, do
inglés manose receptor), entre outros. Dectina-1 é o principal receptor de [B-1,3-
glicana e induz a producéo de citocinas anti e préinflamatorias. 1sso ocorre porque
esse receptor é capaz de ativar duas vias de sinalizacdo distintas e independentes:
SYK/CARD9 e RAF-1. Essas vias podem ter efeitos sinérgicos e tem por finalidade a
ativacdo das vias canoOnicas e ndo canonicas do fator de transcricdo NF-kB, que
resulta na producdo de eicosanoides e citocinas como TNF-a, IL-1B, entre outras.
Esse receptor e suas vias de sinalizagcdo s&o importantes, uma vez que ja foi
demonstrado que camundongos e humanos que ndo expressam Dectina-1 ou
CARD9 geralmente apresentam susceptibilidade a doencas fangicas (TAYLOR et al,
2007; FERWERDA et al, 2009; GLOCKER et al, 2009). Especificamente na PCM
experimental dectina-1 esta associado a resisténcia ao P. brasiliensis por meio da
sua atuacdo em macréfagos e células dendriticas que resulta na inducdo e
expansao de linfécitos T CD4+ e CD8+ produtores de IL-17 (LOURES et al., 2014;
2015).

A ndo expressao de Dectinal e Dectina-2 esta relacionada com a diminuicéo
da resposta Thl em camundongos, mostrando que h& um sinergismo entre os dois
receptores (ROBINSON et al, 2009). Dectina-2 é expressa por uma variedade de
células mielbides, tais como macréfagos e células dendriticas, e a sua expresséao é
aumentada durante a resposta inflamatéria. Dectina-2 esta envolvido no
reconhecimento de polissacaridos de manose como a-manana, e a sua atividade
leva a producdo de varias citocinas e quimiocinas, incluindo aquelas pro-
inflamatorias relacionadas com linfocitos Thl, Thl7 (KERSCHER et al, 2013).

Dectina-2 reconhece uma variedade de fungos patogénicos, incluindo
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, e Cryptococcus neoformans (SATO et al,
2006; MCGREAL et al, 2006) e desempenha um papel critico na defesa do
hospedeiro contra a infeccdo com C. albicans por meio de indug&o a resposta imune
mediada por Th17 (SAIJO et al, 2010). Recentemente descrito, Dectina-3 € também
expresso em fagoécitos e reconhece a-mananas. Este PRR participa no
reconhecimento dos fungos C. albicans e Fonsecaea prodosoi (GRAHAM et al,
2012; WUTHRICH et al, 2015). Importante notar que Dectina-3 forma heterodimeros
com Dectina-2 e ainda induz a co-experessao de mincle na superficie celular (ZHU

et al, 2013). Ja o receptor Mincle reconhece estruturas de manose e requer uma
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molécula coestimulatéria para sua ativagao, o FcRy. De forma semelhante a Dectina,
este receptor induz a ativagdo de NF-kB pela via de sinalizagdo SYK/CARD9
(ROMANI, 2011; HARDISON & BROWN, 2012; LANDMANN, WUTHRICH & HOHL,
2012; WUTHRICH, DEEP & KLEIN, 2012).

Outra familia de PRRs é a TLR. Os receptores pertencentes a essa familia
sdo considerados os primeiros sensores de patégenos. TLR1,2,45 e 6 sao
expressos na membrana celular e reconhecem PAMPs de bactérias, fungos e
protozoarios. Enquanto TLR3,7,8 e 9 sdo expressos nos compartimento de
endocitose e reconhecem principalmente acidos nucleicos (KUMAR, KAWAI &
AKIRA, 2011). Apos a ligagdo com antigenos os TLRs se dimerizam e d&o inicio a
sua cascata de sinalizacdo, que envolve as moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF,
que irdo produzir citocinas pro-inflamatdrias, como IFNs e ativar o complexo NF-kB
(WUTHRICH, DEEP & KLEIN, 2012).

TLR2, TLR4 e TLR9 séo os principais TLRs envolvidos no reconhecimento de
PAMPs, como mananas e DNA fungico, incluindo aqueles do P. brasiliensis. De fato,
infeccdo de macrofagos deficientes em TLR2 resultou em menores indices
fagociticos, diminuicdo na recuperacdo de leveduras viaveis e baixos niveis de NO
nos sobrenadantes das culturas. Analises in vivo mostraram que 0S camundongos
com deficiéncia de TLR2 e os selvagens apresentaram imunidade humoral
semelhante, mas a auséncia de TLR2 levou a um aumento da carga fangica nos
pulmdes. Apesar dessa diferenca, ambas as linhagens de camundongos exibiram
taxas equivalentes de mortalidade (LOURES et al., 2009).

O papel de TLR4 na infeccdo por P. brasiliensis também foi avaliado.
Macréfagos de camundongos deficientes em TLR4 apresentaram menor capacidade
fagocitica, o que parece influenciar a diminuicdo do nimero de leveduras viaveis de
P. brasiliensis recuperadas ap0s cocultivo. Os macrofagos deficientes secretavam
niveis menores de NO e IL-12 mas produziram quantidades equivalentes de TNF-a.
Em contraste, a IL-10 foi sintetizada em maiores quantidades por macrofagos sem
TLR4 (LOURES et al., 2010).

Ademais, camundongos que nao expressam MyD88, essencial na sinalizagéo
dos receptores dessa familia, tem grande susceptibilidade & infeccdes com Candida
albicans, P. brasiliensis, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans
(ROMANI, 2011; HARDISON & BROWN, 2012).
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Estudos recentes tém mostrado a importancia do sinergismo entre receptores
dessas duas familias, o que vem sido chamado de “cross-talk”. A cooperagao entre
receptores melhor descrita € entre Dectina-1 e TLR-2 e este € um novo alvo para
farmacoterapia e desenvolvimento de vacinas, por aumentar a ativacdo de NFkB em
macréfagos e DCs (LANDMANN, WUTHRICH & HOHL, 2012) e estimular o aumento
da producdo de citocinas de interesse, melhorando o perfil de resposta imune
(HARDISON & BROWN, 2012).

As vantagens desse “cross-talk” podem ser claramente observadas em
alguns estudos. Foi mostrado que a administragdo exdgena de agonistas de TLRs,
melhora a resposta imune contra infeccdo murina por Fonsecaea pedrosoi, que
naturalmente é reconhecido por receptores do tipo CLR, auxiliando na eliminacéo
do fungo (SOUSA et al, 2011). Outro estudo, envolvendo apenas diferentes
agonistas de PRRs, mostra que a coestimulagéo dos receptores Dectina-1 e TLR-2
€ muito importante para induzir a producéo de IL-12 por células dendriticas humanas
de neonatos, citocina ndo produzida em grande quantidade por essas células em
situacdes normais (LEMOINE et al, 2015).

1.5 — Terapias alternativas na infeccao por P. brasiliensis

A primeira opcéo de tratamento para PCM é o itraconazol, um antifingico
derivado do imidazol, que age inibindo a sintese do ergosterol, um componente da
membrana celular de fungos. Sulfametoxazol e trimetoprima também s&o utilizados
e pacientes hospitalizados geralmente fazem tratamento endovenoso com
anfotericina B. E comum que o tratamento dure entre 6 e 18 meses, que haja
recidiva da doenca, pois a eliminagcdo total do fungo ndo é garantida ao fim do
tratamento (TRAVASSOS & TABORDA, 2012; TABORDA et al, 2015). Nesse
contexto de baixa eficacia terapéutica, se faz necessaria a busca por terapias
alternativas de tratamento para essa doenca.

Nesse contexto, Existem estudos mostrando a eficacia de vacina profilatica e
terapéutica em camundongos utilizando um peptideo derivado da proteina gp43 do
fungo, baseada na sua habilidade de estimular a polarizacdo da resposta via
linfécitos Thl (MAGALHAES et al, 2011). De fato, P10, um peptideo derivado da
gp43, induz protecdo em camundongos infectados com P. brasiliensis por diferentes
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vias de infeccdo (TRAVASSOS & TABORDA, 2012). Além disso, paracoccina
recombinante atuou como vacina terapéutica e profilatica, quando administrada pela
via intranasal (ALEGRE et al, 2014).

Uma das principais linhas de pesquisa em vacinas para fungos patogénicos &
com a utilizacdo de células dendriticas, uma vez que elas sdo capazes de iniciar e
modular a resposta adaptativa por meio de linfécitos (Figura 4) (ROY & KLEIN,
2012). O uso dessas células previamente estimuladas por diferentes estratégias
como vacina ou imunomodulador para infec¢des fungicas por Candida albicans
Aspergillus  fumigatus Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides posadasii, entre outros, a fim de modular a resposta imunoldgica
gerada pelo hospedeiro (STUEHLER et al, 2011; WUTHRICH et al, 2011). De
acordo com LIONAKIS, ILIEV & HOHL, 2017, a utilizacdo de B-glicana (principal
componente do zymosan) como indutor e modulador da resposta imune é uma das

principais estratégias a serem utilizadas.
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Figura 4.: Diferentes estratégias de estimulo de células dendriticas, para serem utilizadas como

vacina por via intradérmica ou intranasal, resultando na apresentacéo de antigenos e modulagéo de

linfécitos T (ROY & KLEIN, 2012).

Dada a importancia da estimulacdo desses receptores em infec¢fes fangicas,

este trabalho avaliarA o uso de ligantes de Dectina-1 e TLR-2 (Zymosan) e

Pam3csk4 (TLR-2), na modulagdo da atividade de células dendriticas infectadas

com P. brasiliensis e sua possivel utilizacdo como terapia ou auxiliar de terapia na

infeccdo murina por P. brasiliensis.
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2 —Objetivos

2.1 - Objetivo geral

Avaliar a capacidade imunomodulatéria e o potencial uso terapéutico dos
agonistas de PRRs Zymosan e Pam3csk4 sobre células dendriticas e camundongos
infectados com Paracoccidioides brasiliensis

2.2 — Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia dos agonistas de PRRs na producao de citocinas por

células dendriticas infectadas por P. brasiliensis ;

e Avaliar o impacto dos agonistas de PRRs no processo de maturacéo das

células dendriticas infectadas por P. brasiliensis;

e Avaliar a influéncia dos agonistas de PRRs no desenvolvimento dos
diferentes perfis de populagbes de linfocitos T no contexto de da infeccdo por P.

brasiliensis.

e Avaliar a carga fangica de pulméao e baco de camundongos infectados por
P. brasiliensis e tratados com BMDCs estimuladas in vitro por Zymosan.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos selvagens (WT) da linhagem isogénica
C57bl/6, que séo susceptiveis a infeccdo com Paracoccidioides brasiliensis (CALICH
et al., 1985), machos, entre 8 e 12 semanas de idade. Também foram usados
camundongos deficientes (KO) para os receptores TLR-2, TLR-4, Dectina-1,
Dectina-2 e Dectina-3. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Biologia
da Universidade de Brasilia, em condi¢cGes sanitarias com agua e racao ad libitum.
Os experimentos seguem as normas do Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da

Universidade de Brasilia com projeto aprovado numero 117971/2014. (Anexo 1).

3.2 - Paracoccidioides brasiliensis

A infeccdo das células foi realizada com o isolado virulento 18 do fungo P.
brasiliensis (KASHINO et al, 1985). O mesmo é mantido em meio de cultura
semissélido Fava-Neto (protease peptona 0,3%, peptona 1%, extrato de carne 0,5%,
NaCl 0,5%, extrato de levedura 0,5%, D-glicose 4%, agar 1,8%, pH 7,2) em estufa a

37°C, sendo repicado semanalmente.

3.3 - Reagentes

Os seguintes agonistas de PRRs foram utilizados: Pam3CSK4 (agonista de
TLR-2/1) e Zymosan (agonista de Dectina-1 e TLR-2) que foram adquiridos da
Invivogen. As concentracfes de uso para os testes in vitro foram as seguintes:
Pam3CSK4 (300 ng/ml), Zymosan (20 pg/ml) Além desses agonistas, foi utilizado
lipopolissacarideo (LPS) derivado de Escherichia coli sorotipo O111:B4 (500 ng/ml) e

anticorpo bloqueador anti-mincle (10ug/ml).

3.4 - Obtencéo de Células Dendriticas
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As células dendriticas utilizadas foram obtidas por meio de diferenciacdo de
células provenientes de medula 6ssea (BMDC) conforme (LUTZ et al., 1999). Para
tal, células de medula 6ssea foram coletadas do fémur e tibia dos camundongos, a
partir da lavagem com meio RPMI. 2 x 10° células de medula éssea foram cultivadas
em volume de 10 mL de meio RPMI suplementado com HEPES (agente tamponante
utilizado para a manutencdo de pH fisioldgico), B-mercaptoetanol (auxilia na
proliferacéo celular), gentamicina (antimicrobiano para prevenir a contaminacao da
cultura), bicarbonato de sédio (auxilia no controle de pressdo osmoética e na
realizacdo de potencial de acéo celular), GM-CSF (20 ng/mL) (fator de diferenciagao
e sobrevivéncia de mondcitos e granuldcitos) e 10% de soro fetal bovino (SFB) em
placa de petri.

Estas placas de petri foram mantidas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5%
de CO.. No terceiro dia de cultivo foram acrescentados mais 10 mL de meio RPMI
suplementado. 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 conforme descrito acima e recolocado novamente no meio de
cultura original. No oitavo dia de cultivo células que ndo se apresentarem aderidas,
células dendriticas, foram removidas do meio de cultura e utilizadas.

Imunofenotipagem por meio de citometria de fluxo indicou que 79% das
células ndo aderentes eram positivas para CD11lc e MHC II, caracterizando DCs,
(dados ndo mostrados). As células KO para os diferentes receptores foram
adquiridas a partir de da medula 6ssea de animais que ndo apresentam 0s
determinados receptores.

3.5 - Infeccao das células dendriticas com P. brasiliensis

Apos a diferenciagdo, as DCs imaturas foram coletadas e infectadas com
células leveduriformes de P.brasiliensis resuspensas em meio RPMI com a razao
fagocito:levedura de 2:1 em placas de cultura de células de 24 e 48 pocgos. As
culturas foram entdo incubadas a 37°C sob uma atmosfera de 5% de CO, por 24
horas (ou conforme indicado) na presenca ou ndo dos agonistas de PRRs, LPS e
anticorpo anti-Mincle (o ultimo introduzido na cultura 1 hora antes da infeccéo). Foi

utilizado transwell na cultura para separar fisicamente o fungo da célula em cultura.
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Transwell é um filtro, alocado na placa de 24 pocos, apds a BMDC ser colocada na
placa e antes da infeccdo com o fungo. O dispositivo tem porosidade de 0.4 pm e
permite que fungo e célula fiquem permeados pelo mesmo sobrenadante, mas sem

ligacdo direta entre si.

3.6 - Dosagem de citocinas da cultura de células dendriticas infectadas

O sobrenadante retirado da cultura apés 24 horas foi centrifugado e estocado
a -20°C. Posteriormente foi utilizado para dosagem de citocinas utilizando o ensaio
imunoenzimatico “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) do tipo sanduiche,
sendo o segundo anticorpo associado a enzima estreptavidina (HRP), que se liga
em seu substrato, biotina, gerando cor. As citocinas analisadas foram IL-18, TNF-q,
IL-6, IL-10, IL- 12p70, IL-12p40, IL-13, IL-17, IFN-Y e IL-18 e IL-27 seguindo as
recomendacdes do fabricante dos kits Ready-SET-Go!® (eBioscience). As solugbes
de lavagem entre as etapas recomendadas (PBS 1X + Tween 20 0,05%) e de
parada de reacéo (H,.SO,4 2N) foram preparadas manualmente no laboratério. Ao fim
do ELISA, as placas foram levadas ao espectrofotometro SpectraMax M2 (Molecular
Devices) para leitura em 450 nm.

3.7 - Co-cultivo de células dendriticas com esplendcitos

Esplendcitos totais foram obtidos a partir do divulsionamento do baco de dois
camundongos sadios e entdo adicionados as placas de culturas por 3 horas em
meio RPMI para o enriquecimento de linfécitos T, que ndo aderem na placa como 0s
macrofagos e linfécitos B. Apds essa etapa, as BMDCs foram adicionadas a cultura,
seguidas do P. brasiliensis e/ou agonistas de PRRs (conforme descrito
anteriormente). A proporc¢éao final foi 1:10 (DC:esplendcitos) e as co-culturas foram
incubadas em meio RPMI suplementado para inducéo de proliferacdo celular por 5
dias em estufa a 37°C, quando os sobrenadantes foram coletados para avaliagao de
citocinas representativas das subpopulagdes de linfécitos T auxiliar: Thl (IFN-y), Th2
(IL-13) e Th17 (IL-17A).

27



3.8 - Determinacgéo dos niveis de transcritos de IL-12p35

RNA total de DCs foi extraido empregando-se o RNeasy Mini Kit (Qiagen).
Tratamento com DNAse durante a extracao foi realizado a fim de assegurar que o
produto final fosse livre de contaminacdo pelo DNA gendmico. ApOs avaliagdo
guantitativa e qualitativa do RNA, o mesmo foi transcrito de forma reversa para
cDNA wusando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied
Biosystems). Foi utilizado como molde 1 ug de RNA em reacfes de 20 pl contendo 2
pl de tampado da transcriptase reversa (10X), dNTPs 4 mM, iniciadores de
sequéncias aleatérias e 50 U da enzima transcriptase reversa MultiScribe™. A
reacdo de sintese do cDNA ocorreu sob as seguintes condi¢cfes: 25°C por 10
minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos para desnaturacdo da enzima.

A quantificacdo do acumulo diferencial de transcritos foi realizada por PCR
quantitativo em tempo real. Foi utilizado o método de deteccdo por SYBR® Green,
um intercalante fluorescente de dupla fita de DNA. Os ensaios foram realizados em
reacoes de 10 pl contendo 5 pl de solugdo completa para gPCR com SYBR® Green
2X (Applied Biosystems), 0,2 uM de cada iniciador (tabela 1) e 2 pl da reagéo de
sintese de cDNA. Como parametros dos ciclos de amplificacdo foram realizados
uma etapa inicial a 95°C por 20 segundos para ativacdo da DNA polimerase e 40
ciclos de amplificacdo a 95°C por 3 segundos e 60°C por 30 segundos. ApOs 0s
ciclos de amplificacéo foi realizada a analise da curva de dissociagdo (melting curve)
dos produtos para verificagcdo da especificidade da amplificacdo. A quantificacao
relativa foi calculada pelo método de 222 (Livak et al., 2001). Esse método se
baseia na comparacdo dos valores de Ct (ciclo de amplificacdo em que o sinal
emitido atinge o limiar de deteccdo. Treshold cycle) entre as amostras dos grupos
controle e experimental apds normalizacéo inicial pelo Ct de um gene constitutivo,
onde [AACt= ACt ( grupo experimental) _a 54 (grupo controle)] e [ACt = Ct (gene estudado) _ (~ (gene
constiutivo)) - Como controle constitutivo foi escolhido o gene Rps9, que codifica uma

das proteinas componentes da subunidade ribossomal 40S.
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Tabela 1. Iniciadores para genes murinos utilizados nos ensaios de RT-
gPCR. S: senso; As: antisenso.

Gene Iniciadores  Sequéncia (5’ — 3’)
S CTATTCACCATGCCCGTGTG
Rps9 As GAGAGTCCAGGCGAACAATG
12 S GGCCATCAACGCAGCACTTC
-12a

As CACAGGAGGTTTCTGGCGCA

3.9 - Citometria de Fluxo

As células dendriticas infectadas e/ou tratadas com agonistas de PRR
(conforme descrito anteriormente) por 24 horas foram avaliadas quanto a expressao
de marcadores de maturacdo por citometria de fluxo. Para tal, as células foram
incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo (APC e FITC)
especificos para as moléculas de superficie de interesse por 30 minutos: anti-
CD11c, anti-CD80 e anti-CD86 (todos da Ebioscience) com as concentragbes
sugeridas pelo fabricante. O anticorpo anti-CD11c foi associado ao fluoroforo APC,
enquanto os demais foram associados ao fluoroforo FITC. Como controle isotipico
foram utilizados anticorpos do mesmo is6tipo contra antigenos nao relacionados
conjugados aos respectivos fluorocromos. Ap6s o periodo de incubacdo, as
amostras foram lavadas com PBS contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) e
ressuspendidas em 300ul do mesmo tampao. A aquisicdo e analise das amostras
foram realizadas em citdbmetro de fluxo (FACSVerse — BD Biosciences), utilizando-se
o software FlowJo X (TreeStar software). Foram adquiridos no minimo 50.000

eventos em cada uma das amostras.
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3.10 - Estimulo de DCs para tratamento in vivo

Apoés o protocolo de 8 dias de diferenciacdo de BMDCs, as mesmas foram
coletadas e cultivadas em placa de petri, em uma quantidade de 8.10° em 10 ml de
meio RPMI por placa. Com as células em cultura na placa, foi adicionado Zymosan,
em uma concentracdo final de 20 pg/ml e as placas foram mantidas em estufa a
37°C sob uma atmosfera de 5% de CO, por 6h.

3.11 - Infecgédo/tratamento intranasal de camundongos com BMDCs

estimuladas por Zymosan

No dia zero, camundongos da linhagem C57BL6, machos, em média 8
semanas de idade foram infectados com P. brasiliensis. Os camundongos foram
anestesiados, via intramuscular com 10pl de uma solu¢do de quetamina + xilazina,
em uma proporcéo de 1:1, Entdo, cada camundongo recebeu, via intranasal, 1,5.10°
leveduras ressuspensas em 30ul de meio RPMI, em duas etapas de 15 pl. Nos dias
2, 10 e 18, apos anestesia, os camundongos (8 por grupo) foram submetidos ao
tratamento com as BMDCs previamente estimuladas por 6 horas com Zymosan,
BMDCs em repouso por 6 horas ou PBS. Os camundongos receberam pela via
intranasal BMDCs (1,5.10°) suspensas em 30ul de meio RPMI, novamente com
duas etapas de 15 pl. A infec¢cdo e o tratamento intranasal foram realizados com
auxilio de micropipeta. Ao fim de 60 dias de experimento, os camundongos foram
sacrificados e tiveram pulmao e baco coletados para analise de citocinas e de carga

fungica por meio de contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).

3.12 - Analise estatistica

Foi utilizada analise da variancia (ANOVA) para determinar as diferencas
entre 0S grupos experimentais, seguida pelo método pos-teste (Bonferroni t test).
Testes e analises foram feitos pelo programa GraphPad Prisma versdo 6.0 para
Windows (San Diego, Califérnia, USA). Dados foram considerados significativos

guando p<0,05.
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4 - Resultados

4.1 — Agonistas de PRRs incrementam a producao de citocinas pro-
inflamatérias in vitro por BMDCs infectadas por P. brasiliensis com excecéo de
IL-12p70

Inicialmente avaliamos a interacdo entre BMDCs tratados ou ndo com o0s
agonistas de PRRs (zymosan e PAM3CSK4) e P. brasiliensis. Apds 24 horas de
cocultivo a dosagem das citocinas foi realizada por meio de ELISA (Figura 5). TNF-
a, IL-1B, IL-6, e IL-12 sado citocinas pré-inflamatérias que estdo associadas ao
desenvolvimento de uma resposta adaptativa com predominancia de linfécitos
auxiliares Thl e Thl7, sendo assim, com perfil de resposta protetor a infeccdo de
Paracoccidioides brasiliensis (CALICH et al, 2008; LANDMANN, WUTRICH & HOHL,
2012). TNF-a, IL-1B e IL-6 foram secretadas por BMDCs infectadas com P.
brasiliensis em quantidade significativamente maior do que em células né&o
infectadas. A presenca de Zymosan e PAM3CSK4 na cultura das células infectadas
promoveu um aumento significativo na producdo das mesmas citocinas, em
comparacao com os grupos infectados néo tratados com agonistas de PRRs (Figura
5ABeC).

A citocina IL-12 é constituida por duas subunidades: p35 (35 kDa) e p40 (40
kDa), expressas em cromossomos diferentes. Juntas, essas subunidades formam a
IL-12 bioativa, com 70 kDa (IL-12p70). Enquanto a subunidade p40 é comum a IL-12
e IL-23 (ambas pertencentes a familia IL-12), p35 é exclusiva de IL-12 e secretada
apenas na presenca de p40 (GLUBER et al, 1991; WOLF et al, 1991; HAMZA,
BARNETT & LI, 2010). Interessantemente, IL-12p70 nao foi produzida
significativamente em nenhum grupo de células infectadas, nem mesmo na
presenca de Pam3csk4 e Zymosan, que Sao agonistas que aumentam a producao
dessa citocina na auséncia do fungo (Figura 5D). Contudo, ao realizar a dosagem de
IL-12p40, viu-se que o perfil de inducdo de producdo ndo € o mesmo: IL-12p40 é
produzida em quantidade significativa frente a infeccao fungica e essa producéo &
aumentada na presenca dos dois agonistas de PRRs utilizados (Figura 5E). Tal fato
indica possivel inibicdo exercida pelo fungo P. brasiliensis sobre IL-12, indicando um

32



processo relacionado a producdo da subunidade p35 da citocina, ja que, como

observado, a subunidade p40 nao apresenta padréo inibido de producéo.
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Figura 5. Dosagem das citocinas TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-12p70 (D) e IL-12p40 (E) do
sobrenadante de cultura de BMDC (DC) infectados ou ndo com P. brasiliensis (Pb) (MOI 2:1) e/ou
tratados com os agonistas de PRRs Zymosan (Zymo; 20 ug/ml) ou PAM3CSK4 (PAM; 300ng/ml) por
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24h, por meio de ELISA. * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagao ao grupo DC+Pb. NS:
nao significativo em relacédo ao grupo DC+Pbh. Os dados sédo expressos como média + desvio padrao

de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.

4.2— O processo inibitério exercido sobre IL-12p70 se da na transcri¢cdo de

sua subunidade p35

IL-12 é de grande importancia para o hospedeiro de P. brasiliensis, uma vez
que ela é capaz de auxiliar na diminuicdo da disseminacdo da PCM humana e
murina e contribuir para o desenvolvimento de uma resposta adaptativa com
linfocitos auxiliares (CD4+) do tipo Thl (ARRUDA et al, 2002; CALICH et al, 2008;
DE CASTRO et al, 2013). IL-12 também se faz importante por induzir a producao de
IFN-y por linfécitos T e células NK, sendo assim um fator essencial para a
resisténcia contra infeccfes ndo apenas de carater fungico, mas também causadas
por bactérias e protozoarios intracelulares (TRINCHIERI, 2003; CASADEVALL,
2008).

Sendo assim, a avaliacdo do potencial inibitério exercido pelo P. brasiliensis
na producédo de IL-12 foi expandida utilizando-se BMDCs estimuladas com LPS para
analisar o perfil de producado de IL-12p70 (Figura 6A). Como esperado, LPS induziu
a producédo de altos niveis de IL12p70, porém na presenca do fungo ocorre uma
extensiva inibicdo nessa producédo, confirmando o efeito inibitério exercido pelo P.
brasiliensis em BMDCs. Diante desse resultado e considerando o fato de né&o
ocorrer disponibilidade comercial de ELISA especifico para a subunidade p35 da IL-
12, avaliou-se os niveis de transcritos de il-12a (gene que codifica a subunidade p35
da IL-12) por PCR quantitativo em tempo real em BMDCs estimuladas com LPS e
infectadas ou ndo com P. brasiliensis. Viu-se que os niveis dos transcritos de il-12a
foram drasticamente reduzidos na presenca do fungo, indicando que a inibi¢édo
causada por P. brasiliensis ocorre na subunidade p35, exclusiva da IL-12 (Figura
6B).
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Figura 6.Producédo de IL-12p70 na presenca de LPS. (A) A producéo de IL-12p70 foi avaliada no
sobrenadante de cultura de BMDC (DC) infectadas com P. brasiliensis (PB) e/ou tratadas com LPS
(E.coli sorotipo 0111:B4 100 ng/ml) por 24h, utilizando ELISA. (B) Niveis de transcritos de il12a (p35)
nas mesmas condicbes que (A), utilizando PCR quantitativo em tempo real. * indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo DC+LPS. Os dados sdo expressos como media + desvio

padrdo de dois ou trés experimentos independentes conduzidos em triplicata.

A reducdo da producgdo de IL-12p70 ja foi mostrada anteriormente, mas néo
foi realizada andlise da via e de provaveis mecanismos usados pelo P. brasiliensis
para inibir a citocina (FERREIRA, LOPES & ALMEIDA, 2004).

4.3 - A inibicdo de IL-12p70 em BMDCs infectados por P. brasiliensis é

condicionada ao reconhecimento direto com o fungo

Ja foi identificado que algumas espécies fungicas do género Fonsecaea,
incluindo o F. pedrosoi, um dos principais agentes etioldgicos da
cromoblastomicose, tém, como um mecanismo de evasédo do sistema imunoldgico, a
capacidade de inibir a producéo de IL-12p70 por BMDCs. Esse processo também se
da via inibicdo da transcricdo do gene que codifica a subunidade p35 de IL-12 e
ocorre mediante o reconhecimento do fungo pelo receptor PRR Mincle. (WEVERS et
al., 2014).

Conhecendo esse mecanismo de inibicdo de outra espécie fungica
patogénica, decidiu-se investigar se a inibicdo exercida por P. brasiliensis ocorre de
forma semelhante. Assim, inicialmente foi realizada cultura celular com a presenca
de transwell. O principio do uso desse dispositivo é separar fisicamente o fungo da
célula e impedir o contato direto entre os dois, mas permitir que eles figuem imersos

no mesmo sobrenadante. Dessa forma, € possivel avaliar se o contato direto via
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PRRs é essencial para a agdo ou se 0 processo inibitério pode ocorrer por algum
componente secretado do fungo, por exemplo.

Como pode ser observado na figura 7, na auséncia do transwell, quando
ocorre o contato direto entre fungo e BMDC, a producédo de IL-12p70 por BMDCs
infectados por P. brasiliensis e tratados com LPS néo € significativa, como esperado.
Contudo, essa producao de IL-12p70 é revertida com a separacao fisica do fungo e
as BMDC, pois na presenca do dispositivo de separacdo a producédo de IL-12p70
aumenta significativamente. Tal resultado indica que o reconhecimento direto do P.
brasiliensis pelas células dendriticas é indispensavel para o processo de inibicdo, o
que pode ser um indicativo de que receptores PRRs estejam envolvidos no
mecanismo. Assim, avaliamos o possivel papel de PRRs na inibicdo de il-12 em

BMDCs infectadas por por esse fungo.
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Figura 7. Deteccdo de IL-12p70 no sobrenadante de cultura de BMDC (DC) infectadas com P.
brasiliensis (Pb), tendo contato direto ou sendo separadas do fungo por transwell e estimuladas ou
nao com LPS. * indica diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo DC+LPS. Os dados séo
expressos como média + desvio padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em

triplicata.

Considerando a possibilidade da ligacdo em Mincle exercer atividade inibitoria
também na infeccdo por P. brasiliensis, essa interagdo foi avaliada. Utilizou-se
anticorpo anti-mincle para bloquear a acdo desse receptor e verificar se assim a

producéo de IL-12p70 ocorreria na presenca do fungo. Outros PRRs também foram
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avaliados: Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3, TLR-2 e TLR-4. Para fazer essa analise
foram utilizadas BMDCs deficientes para Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3, TLR-2 e
TLR-4, que sdo envolvidos no reconhecimento de fungos patogénicos incluindo P.
brasiliensis (LOURES et al, 2009; LOURES et al ,2014; FERRIOTTI et al., 2015;
PREITE et al., 2018).

Mesmo com o bloqueio do receptor Mincle e a deficiencia dos demais
receptores, ndo ocorreu reversao da inibicdo exercida pelo fungo em BMDCs, uma
vez que a producédo de IL-12p70 ainda permanece inibida (Figura 8). Assim, nenhum
dos receptores avaliados parece participar do mecanismo de inibicdo da producao
de IL-12 pelo P. brasiliensis e o mecanismo pelo qual isso ocorre permanece

desconhecido.
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Figura 8. Dosagem de IL12p70 no sobrenadante de culturas de BMDCs WT (tipo selvagem), Dec-1
KO (deficiente para dectina-1), Dec-2 KO (deficiente para dectina-2), Dec-3 KO (deficiente para
dectina-3), TLR-2KO (deficiente para TLR2), TLR4-KO (deficiente para TLR4) , WT + Anti-mincle
(BMDC:s tipo selvagem tratadas com anticorpos bloqueadores do receptor mincle; 10ug/ml) infectadas
com P. brasilinsis (Pb) por 24h ou WT + LPS (BMDCs tratadas com LPS). * indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagédo ao grupo WT+Pb. Os dados sdo expressos como média + desvio

padrdo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.
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4.4- Agonistas de PRRs estimulam a maturagcdo de BMDCs infectadas por P.

brasiliensis

Um dos processos imprescindiveis para que as DCs realizem a apresentacao
de antigenos de forma adequada aos linfocitos é a sua maturagdo. Quando seus
PRRs sdo ativados e dao inicio as suas respectivas vias de sinalizagcdo, proteinas de
superficie passam a ser mais expressos, como é o caso das moléculas
coestimulatorias CD80 e CD86, que associadas a apresentacdo de antigenos via
moléculas de MHC, sdo essenciais para a ativacdo de linfécitos T virgens
(BANCHEREAU et al, 2000; WUTHRICH, DEEP & KLEIN, 2012).

Nesse contexto, foi realizada uma analise em citbmetro de fluxo para elucidar
a capacidade dos agonistas de PRRs de modularem o processo de maturacao das
BMDCs (Figura 9). E possivel observar que a expressdo de ambas as moléculas,
CD80 e CD86, € aumentada quando Zymosan e PAM3CSK4 sdo adicionados as
BMDCs infectadas com P. brasiliensis. Este fato ocorre tanto em relacdo a
porcentagem de células da cultura que expressam essas moléculas coestimulatorias
(Figura 9C), como em relacdo a quantidade que essas BMDCs passam a expressar
tais moléculas (Figura 9D).
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Figura 9: Histogramas representativos da analise de expressdo dos marcadores de maturagdo CD80
(A) e CD86 (B) de BMDC (DC) infectadas por P. brasiliensis (Pb) e tratadas ou ndo com agonistas de
PRRs Zymosan (Zymo; 20 ug/ml) ou PAM3CSK4 (PAM; 300ng/ml) por 24h, por meio de citometria de
fluxo. (C) Porcentagem de células expressando (positivas) os marcadores. (D) A intensidade média
de fluorescéncia (MFI mean fluorescente index) da expressdo desses marcadores.* indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagédo ao grupo DC+Pb. Os dados (C e D) sdo expressos como média +

desvio padrao de dois experimentos independes conduzidos em triplicata.

4.5 - Os agonistas de PRRs modulam o perfil da populacdo de linfécitos T

auxiliares induzidos por BMDC infectadas por P. brasiliensis

Na paracoccidioidomicose, o desenvolvimento de um perfil Thl é essencial,
pois é considerado como protetor e esta relacionado com a resisténcia a essa
infeccdo tanto em humanos, como no modelo murino. (DE CASTRO et al, 2013).
Assim, neste trabalho foi avaliado de que forma os agonistas de PRRs estudados
alterariam o perfil das subpopulagbes de linfécitos T auxiliares. BMDCs infectadas
com P. brasiliensis e tratadas ou ndo com os agonistas de PRRs foram cocultivados
com esplendcitos totais enriquecidos para linfocitos T e o sobrenadante dessa
cultura avaliado quanto a producédo de citocinas caracteristicas das populacdes de

linfocitos Thl (IFN-y), Th2 (IL-13) e Th17 (IL-17).
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Figura 10. Quantificacdo de IFN-y, IL-13 e IL-17 no sobrenadante de co-culturas de BMDC (DC)
infectadas por P. brasiliensis (Pb) e esplendcitos (Esp) enriquecidos de linfocitos T tratados com
agonistas de PRRs Zymosan (Zymo; 20 ug/ml) ou PAM3CSK4 (PAM; 300ng/ml). * indica
diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo DC+Pb+Esp. Os dados sao expressos como
média + desvio padrédo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.
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O tratamento com o0s agonistas proporcionou uma mudanga do perfil de
linfécitos T, pois induziu um aumento significativo da producdo de IFN-y e IL-17
pelos esplendcitos e ao mesmo tempo reduziu significativamente a secrecdo da
citocina caracteristica de populacdes Th2, IL-13 (Figura 10). Dessa maneira, 0
tratamento de BMDCs com agonistas de PRRs Zymosan e Pam3csk4 induz uma
resposta com potencial protetor (Thl e Thl17), sugerindo que esse tratamento
poderia beneficiar o hospedeiro em infecgdes in vivo

4.6 — IL-18 e IL-27 sdo capazes de induzir a producédo de IFN-y por linfécitos T
auxiliares, mesmo com a inibi¢c&do induzida de IL-12p70 em BMDC infectadas

por P. brasiliensis

Considerando que o fungo inibe a producdo de IL-12p70 em BMDCs, via
inibicdo da expressao de il12a (IL-12p35), e que essa citocina é a principal que induz
a diferenciacdo de linfocitos Thl, foram dosadas no sobrenadante das coculturas
com esplendcitos outras citocinas associadas a inducdo da diferenciacdo para essa
subpopulacdo como, IL-18 e IL-27, a fim de elucidar de que forma os agonistas
induzem uma maior producédo de IFN-y, a citocina caracteristica da subpopulagéo
Thi.

Observou-se que os agonistas Zymosan e PAM3CSK4 tém a capacidade de
induzir significativamente o aumento da producdo das citocinas IL-18 e IL-27 em
BMDCs infectadas por P.brasiliensis (Figura 11). Assim, o aumento de producédo de
IFN-y por linfécitos T provavelmente se da via aumento de producéo de IL-18 e IL-
27.
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Figura 11. Quantificacdo de IL-12, IL-18 e IL-27 no sobrenadante de co-culturas de BMDC (DC)

infectadas por P. brasiliensis (Pb) e esplendcitos (Esp) enriquecidos de linfocitos T tratados com
agonistas de PRRs Zymosan (Zymo; 20 ug/ml) ou PAM3CSK4 (PAM; 300ng/ml). * indica

diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo DC+Pb+Esp. Os dados s&o expressos como

média + desvio padréo de dois ou trés experimentos independes conduzidos em triplicata.

4.7 — O tratamento com BMDCs estimuladas por Zymosan reduz a carga

fungica em pulmao e baco de camundongos infectados por P. brasiliensis

O aumento da producdo de IFN-y visto nesse trabalho representa o
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa considerada protetora com perfil
de linfécitos Thl, pois sdo eles que produzem essa citocina. Levando em conta as
funcdes de IFN-y na PCM, mais uma vez o tratamento com os agonistas de PRRs se
mostra importante, sugerindo que pode ser Util para o hospedeiro desenvolver uma
melhor resisténcia & essa micose sistémica.

Dessa forma, foi realizado experimento avaliando o tratamento in vivo em
camundongos C57BL6 com Zymosan apos a infeccdo. O dia da infeccdo, que se
deu por via intranasal, com P. brasiliensis, é considerado o dia zero e o tratamento
com BMDCs estimuladas por Zymosan ou BMDCs sozinhas, também via intranasal,
foi realizado nos dias 2, 10 e 18 (Figura 11A). Os camundongos foram sacrificados

apos 60 dias e entdo a andlise foi realizada.
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Figura 12. Fluxograma do experimento in vivo realizado em camundongos C57BL6, constituido por
infeccdo intranasal com 1,5.10° células fangicas, seguida por trés doses de tratamento com 1,5.10°
BMDCs tratadas por 6 horas ou ndo com zymosan (DC ou DC+Zymo), seguido pelo sacrificio do
camundongo para posterior andlise. (A) Quantificacdo das unidades formadoras de colénia (UFC)
recuperadas de baco (B) e pulmdo (C) de camundongos infectados tratados com PBS (Pb),
infectados e tratados somente com BMDCs em repouso por 6 horas (Pb+DC) ou infectados e tratados
com BMDCs estimuladas por zymosan ex vivo por 6 horas . * indica diferenga significativa (p < 0,05)

em relacdo ao grupo Pb. Os dados s&do expressos como média + desvio padrdo de dois ou trés

experimentos independes conduzidos em triplicata.

O tratamento com o0s agonistas de PRRs se mostrou importante para reduzir
a carga fangica do baco e do pulméo (Figura 11B e C). No baco, a carga fangica ja é
reduzida com o tratamento de BMDCs sem estimulo de agonista, e a presenca de

fungo ndo pode ser detectada no grupo que recebeu BMDCs estimuladas com
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Zymosan. J& no pulméo, o grupo de camundongos ndo tratados e tratados apenas
com BMDCs ndo mostrou diferenca, jA o terceiro grupo, que recebeu BMDCs
estimulada com Zymosan, ndo apresentou presenca de carga fungica. Tal resultado
indica que o tratamento avaliado no presente estudo, auxilia na eliminacédo do fungo
pelo hospedeiro, uma vez que apds o tratamento, bago e pulméo apresentam menos
unidades formadoras de colbnias. A andlise histopatoldégica do pulméo estad em
processamento, para visualizar a carga fungica do tecido e para avaliar a formacéao
de granulomas. Andlise das citocinas produzidas nos tecidos é a proxima etapa do
trabalho.
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5 — Discussao

A PCM é uma doenca com a caracteristica de cronicidade, requerendo um
longo periodo de tratamento. Com isso, 0s casos de efeitos adversos e toxicidade,
principalmente hepatica, dos farmacos antifungicos acabam reduzindo a adeséao ao
tratamento, que mesmo quando feito corretamente pode ter baixa eficacia. Tendo
isso em vista, além do fato do aumento da resisténcia aos medicamentos por alguns
isolados do P. brasiliensis, € necesséria a busca por alternativas terapéuticas.

Nesse contexto, 0 uso de agonistas para o estimulo de PRRs e modula¢éo da
resposta imune tem sido cada vez mais estudado. Em pacientes portadores de PCM
foi realizado um estudo na década de 90, que comparou o tratamento com
antifingicos ao tratamento com antifungicos associado a administracdo intravenosa
de B-glicana derivada da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, assim como
o0 zymosan. Esse trabalho mostrou que o progresso clinico daqueles pacientes que
receberam a glicana foi maior do que os que nao receberam (com maior producao
de TNF-a e aumento nos niveis de anticorpos) mesmo que o primeiro grupo tivesse
inserido propositalmente os pacientes mais graves (MEIRA et al, 1996). B-1,3-
glicana também foi utilizada associada a itraconazol, farmaco antifingico, em caso
de cromoblastomicose causada por Fonsecaea pedrosoi. Em 6 anos de tratamento
utilizando apenas o farmaco, o paciente ndo apresentou melhora clinica, mas em 6
meses de tratamento associado a B-glicana suas lesdes reduziram
consideravelmente (AZEVEDO et al, 2008). Além da B-glicana, o uso de ligantes de
TLRs exoégenos incluindo PAM3CSK4 restaura o reconhecimento inato de F.
pedrosoi levando a resolugéo da infeccdo em modelo murinho sem efeitos adversos
(de SOUSA et al., 2011).

Sabendo que a imunoestimulagcdo com agonistas de PRRs pode ser
clinicamente interessante e benéfica frente a essa infeccdo, além de ter a
capacidade de alterar o tipo de resposta imune adaptativa desenvolvida, pesquisas
nessa linha sdo de grande importancia para caracterizar o potencial de diferentes
agonistas e estudar seu uso terapéutico na busca de novos tratamentos para
doencas fungicas.

No presente estudo observamos que o estimulo de células dendriticas

infectadas por P. brasiliensis com dois agonistas de PRRs, Zymosan (ligante de
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dectina-1 e TLR2) e PAM3CSK4 (ligante de TLR2), é capaz de modular
positivamente a producéo de citocinas (IL-1B, TNF-a e IL-6), que possuem papel
importante na imunidade inata na infeccdo por esse fungo (Figura 5). IL-1[, via
sinalizacdo medida por seu receptor IL-1R, é uma citocina que influencia
diretamente a atividade microbicida frente a infeccdo com P. brasiliensis,
controlando seu crescimento intracelular (TAVARES et al, 2013). A sintese de pro-
IL-1B8 € estimulada pela sinalizacdo de PRRs, como CLRs e TLRs, e depende da
ativagao da via canénica de NFkB. Além disso, a pro-IL13 necessita ser clivada para
dar origem a sua forma bioativa, IL-1B. Isto ocorre devido a atividade do complexo
inflamassoma NLRP3, dependente de caspase-1, uma enzima tirosina-quinase. A
importancia desse complexo e producéo das citocinas dependentes da sua ativacao
(IL-1B e IL-18) in vivo na resisténcia a infeccao pelo P. brasiliensis foi observada em
modelos tanto de infeccdo sistémica como pulmonar de PCM (KETELUT-
CARNEIRO et al, 2015; FERIOTTI et al., 2015) e outros fungos (TAVARES et al.,
2015).

TNF-a e IL-6 também sao citocinas pro-inflamatorias envolvidas com a
protecdo do hospedeiro na PCM. TNF-a é uma das primeiras citocinas a ser
produzida, desencadeando a resposta imune e € encontrada em alta quantidade em
camundongos resistentes a infec¢cdo com P. brasiliensis (CALICH et al, 1998; 2008).
TNF-a também é um importante indutor do processo de migracdo de DCs para os
linfonodos (SAID & WEINDL, 2015). TNF-a produzido por fagocitos em resposta aos
componentes da parede celular do P. brasiliensis € necesséario para o acumulo e
diferenciacdo de macrofagos em células epitelidides e para a persisténcia de
granulomas bem estruturados nos pulmdes, sendo necessarios para contencao e
resposta anti-fiungica adequada (FIGUEIREDO et al, 1993; KNDLER et al, 1989). De
fato, Souto et al. (2000), utilizando camundongos deficientes geneticamente para o
receptor p55 de TNF-a, observaram um infiltrado inflamatério no pulm&o composto
de poucos neutréfilos, macrofagos e células epitelidides formando granulomas
incipientes com grande numero de leveduras do fungo e disseminacéo.

A importancia do TNF-a na formacgéao do granuloma também foi demonstrada
para humanos utilizando células mononucleares do sangue periférico de pacientes
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) com PCM. Demonstrou-se que a

formacao in vitro de granuloma, em resposta a diferentes fracbes antigénicas de P.
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brasiliensis, estava associado a uma maior producdo de TNF-a (DINIZ et al., 2001).
Além disso, pacientes com forma mais severa da PCM (juvenil ou aguda)
apresentam niveis de TNF-a reduzidos (DE CASTRO et al., 2013).

Por sua vez, IL-6 é muito importante para a manutengdo da resposta adaptativa
com predominancia de linfocitos Thl. Camundongos que ndo expressam essa
citocina tém maior producdo de IL-10 (citocina anti-inflamatoria, relacionada com
perfil de resposta Th2) e baixa atividade de linfocitos Thl. Ainda foi observado que
pacientes com candidiase vaginal recorrente tém baixa producao de IFN-y local, pois
as células epiteliais da mucosa néo produzem IL-6 (ROMANI, 2011).

Diferentemente de IL-1B, IL-6 e TNF-a, a producdo de IL-12p70 néo foi
induzida ou aumentada com a adicdo dos agonistas em niveis significativos em
BMDC infectadas com P. brasiliensis, ainda que na auséncia do fungo esses
agonistas induzem secregcdo de IL-12. Tal fato sugere fortemente que o P.
brasiliensis tem a capacidade de inibir a produgcédo de IL-12, o que pode ser
considerado um mecanismo de evasdo do sistema imune. Essa inibicdo ja foi
sugerida por FERREIRA, LOPES & ALMEIDA, 2004, mas o mecanismo néo foi
elucidado. Para aprofundar nessa questao, foi realizada dosagem de IL-12p40, que
€ a subunidade comum as citocinas IL-12 e IL-23, e foi visto que ela ndo apresenta
producao inibida quando na presenca do fungo (Figura 5E).

Para confirmar o processo de inibicdo, foi realizado experimento utilizando
LPS, que é um forte indutor da producdo de IL-12. Como visto na figura 6A, na
auséncia de infeccao as BMDCs produzem niveis elevados de IL-12, mas quando P.
brasiliensis é adicionado a cultura, a producdo cai drasticamente. Sendo assim,
utilizou-se LPS para avaliar a producédo da subunidade p35 de IL-12, avaliando os
niveis de transcritos do gene IL12A (responsavel por codificar essa subunidade) por
meio de PCR quantitativo em tempo real (Figura 6B), que se mostraram menores na
presenca do fungo, evidenciando que a inibicdo exercida pelo P. brasiliensis ocorre
na transcricdo do gene ill12a.

O principal papel de DCs é o processamento de microrganismos para
apresentacdo de antigenos a linfécitos T auxiliares virgens, iniciando assim a
reposta imune adaptativa. Nesse contexto a natureza da interacdo entre a propria
DC e o microrganismo e as citocinas e moléculas coestimulatorias produzidas,

direcionam o tipo predominante de linfécitos auxiliares. A producdo de IL-12
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caracteriza um perfil de resposta com predominancia de linfocitos Thl, relacionados
com pacientes assintomaticos ou com formas clinicas menos agressivas (cronica) de
PCM, enquanto as citocinas IL-4, IL-13 e TGF-B caracterizam uma resposta
adaptativa com predominancia de linfocitos Th2, relacionada principalmente com a
forma severa juvenil ou a cronica disseminada da doenca (BANCHEREAU et al,
2000; TRINCHIERI, 2003; CALICH et al, 2008; DE CASTRO et al., 2013).

Tendo em vista o conhecimento de como o fungo F. pedrosoi inibe IL-12p70,
mostramos que o contato entre P. brasiliensis e BMDC é necessario para que ocorra
a inibicdo de IL-12p70 (Figura 7). Isso sugere que a estrutura responsavel pelo
processo ndo seja secretada pelo fungo, mas que possivelmente seja componente
da parede celular fungica interagindo com PRRs na membrana plasmatica,
semelhante ao que ocorre com o F. pedrosoi, que € capaz de se ligar no receptor
Mincle de BMDCs, ativando vias de sinalizagdo que causam a perda da atividade
nuclear de IRF1 (interferon regulatory factor 1), e consequentemente levando ao
bloqueio da transcricdo do gene il12a (WEVERS et al., 2014). Apesar de o presente
estudo mostrar que a interacdo direta é importante, ndo foi concluido como, de fato,
a inibicdo ocorre, uma vez que o bloqueio ou auséncia dos receptores estudados
ndo restabeleceu a producdo de IL-12 (Figura 8), como € o caso mostrado por
Wevers et al na infec¢éo por F. pedrosoi.

A cronicidade da PCM pode se dar devido a inimeros processos de evasao
do sistema imune que o fungo apresenta. O P. brasiliensis é capaz, por exemplo, de
impedir o seu reconhecimento pelos PRRs, inibir a producdo de citocinas
importantes para o hospedeiro (como é o caso da IL-12) e impedir em DCs o
aumento da expressao de MHC de classe Il e das moléculas coestimulatérias CD54,
CD80 e CD86, mesmo na presenca de LPS, considerado um potente indutor da
maturacdo dessas células, (FERREIRA, LOPES & ALMEIDA, 2004;), diminuindo a
apresentacao antigénica a linfocitos T virgens e culminando em uma menor
capacidade de desenvolver uma resposta adaptativa protetora ao hospedeiro (DOS
SANTOS, FERREIRA & ALMEIDA, 2011). Tal fato pode ser considerado um dos
principais meios de evasdo, pois se sabe que ele também €& capaz de reduzir a
expressdo de MHC de classe Il em macrofagos (BOCCA et al, 1999).

Sendo assim, novamente observa-se que o tratamento com 0s agonistas de

PRRs é benéfico e pode promover o desenvolvimento de uma resposta imune
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adequada, pois consegue reverter a reducdo da expressdo de marcadores de
maturacdo causada pelo P. brasiliensis em BMDCs (Figura 9), o que é fator
determinante para induzir a ativacdo da resposta adaptativa seguida da
diferenciacdo de linfocitos T (THIND, TABORDA & NOSANCHUK, 2015). Logo, o
tratamento com o0s agonistas de PRRs ndo se limita ao fato de aumentar a
expressdo de moléculas coestimulatdrias, mas significa um potencial para modular
os tipos de linfécitos T desenvolvidos durante a infec¢cdo, como observado na Figura
10, j& que apobs o tratamento o perfil de linfocitos predominantes € alterado de Th2 e
passa a ser Thl e Thl7.

Na PCM murina, sabe-se que IFN-y, produzido por linfécitos Thl, tem a
habilidade de regular a producdo de quimiocinas e seus receptores, além de
modular o0s tipos celulares presentes no infiltrado celular nos pulmdes.
Camundongos deficientes para IFN-y tém uma pequena quantidade de macrofagos
nos pulmdes, além de menor presenca de linfécitos T, quando comparado ao grupo
selvagem. Quimiocinas importantes para a formacédo de granulomas, como CCR2,
CCR5 e CXCR3, também sdo menos expressas nos camundongos deficientes para
IFN-y (SOUTO et al, 2003).

A importancia de IFN-y também ja foi demonstrada para a formagao adequada
de granulomas, que sdo estruturas geradas para conter o crescimento do fungo e
evitar sua disseminacdo, compostas por células epiteliais, macréfagos e neutrdfilos.
Na auséncia de IFN-y, o granuloma formado tem poucas células, é frouxo e ha
grande numero de leveduras (CANO et al, 1998; SOUTO et al, 2000; KETELUT-
CARNEIRO et al.,, 2015). Essa citocina ainda € importante para 0 aumento da
producdo de NO, para a ativacdo de macrofagos, que sdo as principais células
efetoras da imunidade celular, levando-os a ter uma melhor atividade microbicida e
para induzir a producéao de imunoglobulinas IgG2a e IgG3, que atuam na fixacao do
sistema complemento e na opsonizacao do fungo (CANO et al, 1995; SOUTO et al,
2000; KETELUT-CARNEIRO et al., 2015).

Em estudo realizado com células de humanos infectados com P. brasiliensis,
também ja foi mostrado que pacientes assintomaticos apresentam 0s niveis mais
altos de IFN-y (tanto os niveis do transcrito do gene da citocina, quanto sua
dosagem na cultura por ELISA sdo maiores) do que aqueles com as formas crénica

e aguda da doenca, que tém altos niveis de IL-4, relacionada com linfocitos Th2
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(principalmente aqueles com a forma aguda da PCM) (DE CASTRO et al, 2013). Tal
fato, mais uma vez relacionada a importancia de IFN-y com a resisténcia a infecgao.

A IL-17 é crucial em infec¢des fangicas principalmente nos sitios de mucosas,
por facilitar o recrutamento de neutrofilos para esses locais, reduzindo a
disseminacédo de infeccdes por espécies de Candida e Aspergillus (CONTI et al.,
2014; CALICH, MAMONI & LOURES, 2018). Na PCM, a presenca de linfocitos Th17
estd associada com formas brandas em camundongos e humanos (FELONATO et
al, 2012; DE CASTRO et al, 2013; DE CASTRO et al, 2018).

Especificamente, Tristdo et al., 2017 avaliaram a resposta imune depedente
de Th17 e o papel das citocinas associadas a sua diferencia¢éo (IL-6 e IL-23) e acdo
efetora (IL-17A) durante a PCM experimental. O P. brasiliensis induziu a producdo
de IL-17A in vitro e todas as citocinas associadas a Th17 no tecido pulmonar de
camundongos. Além disso, a deficiéncia de IL-6, IL-23 ou do receptor IL-17 (IL-
17RA) prejudicou a formagdo compacta de granuloma e conferiu suscetibilidade
durante a infec¢do, associada a reducdo de TNF-a, IFN-y e expressao do gene que
codifica a 6xido nitrico sintase (iNOS). Ademais, demonstraram que a producado de
IL-6 por macréfagos é importante para promover a diferenciacdo de Th17 durante a
infeccdo pelo P. brasiliesis. De fato, a transferéncia adotiva de macrofagos derivados
de medula de camundongos selvagens para aqueles deficientes para IL-6 ou IL-
17RA infectados reduziu a carga fungica nos pulmdes em comparacdo com
camundongos nao transferidos e restabeleceu a formacédo de granuloma pulmonar.
Em conjunto, estes resultados sugerem que as citocinas associadas a Thl7 estao
envolvidas na modulagéo da resposta imune e na formacgéo de granuloma durante a
PCM experimental.

Nossos resultados apontam que o tratamento de Zymosan ou PAM3CSK4 em
BMDCs co-cultivadas com esplendcitos polariza os linfécitos para essas populacdes
Thl e Thl7 consideradas protetoras na PCM. Uma aparente contradicdo, porém,
permanecia. Como seria induzido a diferenciacdo da subpopula¢do Thl na auséncia
da producgéo pelas BMDCs da principal citocina responsavel por esse processo (IL-
12p70). Nesse sentido a secrecgéo de IL-18 e IL-27 por BMDCs infectadas tratadas
com Zymosan e PAM3CSK4 foram avaliadas (Figura 11), por estarem relacionadas
com a indugdo da producdo de IFN-y por linfocitos T e outros leucécitos. De fato,

observamos uma producéo significativa dessas citocinas quando com o tratamento
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com os agonistas de PRRs, sugerindo que a diferenciagéo induzida para um perfil
predominante Thl em linfécitos co-cultivados com BMDCs infectadas pelo fungo
poderia ocorrer de forma independente ou parcialmente independente de IL-12p70.
IL-18 é capaz de induzir a producédo de IFN-Y por linfécitos T, além da proliferagao
dessas células, de forma independente de IL-12, sendo mais uma citocina
regulatoria da diferenciacdo de linfécitos (OKAMURA et al, 1995). E além de IL-
12p70 e IL-18 desenvolverem atividades semelhantes, sinergicamente, mas de
forma independente uma da outra, suas vias de regulacdo de transcricdo também
diferem (KOHNO et al, 1997; YANG et al, 2001), o que indica que o mesmo fator
inibitério de uma delas, pode nédo agir sobre a outra.

O papel de IL-18 na resisténcia a infeccdo experimental por P. brasiliensis foi
recentemente descrito. Assim como IL-1B, a produg¢ao de IL-18 € dependente do
inflamassoma NLRP3 e caspase-1. Animais deficientes para essas proteinas sédo
mais suscetiveis a infeccdo, sendo o efeito protetor mediado pela IL-18, como por
exemplo sugerido pelos altos niveis de carga fungica nos animais que ndo produzem
essa citocina.

Interessantemente, o efeito protetor estava associado aos niveis aumentados
de IFN-y e de linfocitos produtores dessa citocina nos pulmdes de animais selvagem
guando comparado com aqueles deficientes para IL-18 (KETELUT-CARNEIRO et
al., 2015).

IL-27, por sua vez, atua inibindo GATA3, um fator de transcricdo essencial
para o desenvolvimento de linfécitos Th2, que inibe a diferenciacédo de linfocitos Thl.
Além disso, estimula T-bet, um fator de transcricdo imprescindivel para o
desenvolvimento de linfécitos com perfil Thl. Apesar de sozinha ndo induzir a
producdo de IFN-y tdo bem quanto IL-18, e necessitar de IL-12p70 para isso, IL-27
influencia nesses fatores de transcricdo e age mediando a responsividade dos
linfécitos a IL-12p70 (LUCAS et al, 2002; PFLANZ et al, 2002; TAKEDA et al, 2003).

Os resultados obtidos in vitro nos levou a avaliacdo do potencial uso de
BMDCs tratadas ex vivo com zymosan como terapia na infeccdo experimental por P.
brasiliensis. A escolha do zymosan como estimulo recai na sua conhecida
capacidade de ativar ndo sO dectina-1 como TLR2. E sabido que a associacdo de
PRRs heter6logos aumenta sinergicamente sua intensidade de sinal. Em patrticular,

dectina-1 e TLR2 se associam fisicamente e sinergizam para aumentar as respostas
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antifingicas (Gantner et al., 2003; Dennehy et al., 2008; Ferwerda et al., 2008). A
co-localizacdo de TLR2 e dectina-1 na sinapse fagocitaria que envolve o zimosan na
membrana dos fagoécitos é relatada (Brown et al., 2003). Interessantemente, o
zimosan néao ativa o NFkB quando as células expressam somente TLR2 ou dectina-
1 sozinha; no entanto, a co-expressao de TLR2 e dectina-1 permite que 0 zymosan
ative NFkB (Gantner et al., 2003), sugerindo a importancia da sinergia de PRR. A
sinergia de decin-1 e TLR2 foi também demonstrada em macrofagos derivados de
monocitos humanos por meio da producdo aumentada de TNF-a quando co-
estimulados com curdlan (ligante de dectina-1) e Pam3Cys (ligando de TLR2)
(FERWERDA et al., 2008).

A Figura 12 mostra os resultados iniciais dessa avaliagdo na forma da
quantificacdo da carga fungica. O tratamento com BMDCs estimuladas com
zymosan em camundongos infectados com P. brasiliensis pela via intranasal levou a
reducado drastica da viabilidade fungica nos pulmdes e baco. Esse resultado sugere
que o tratamento é efetivo em evitar a proliferacdo fangica no local da infeccao e
também sua disseminacdo. Os estudos englobando a avaliacdo histopatoldgica,
quantificacdo de citocinas no lavado broncoalveolar, avaliacdo fenotipica de
leucdcitos infiltrados e curva de sobrevivéncia vao complementar nossos achados e
estabelecer o0 mecanismo associado a efetividade dos camundongos tratados com
BMDCs mais zymosan em eliminar o] fungo.

O uso de pB-glucana (principal compenente do zymosan) como agente
terapéutico associado as drogas antifungicas ou como vacina € explorado em
infec¢des fungicas. Como ja citado, a administracdo intravenosa de [B-glicana em
pacientes portadores de PCM grave mostrou grande progresso clinico associado a
uma maior producdo de TNF-a (MEIRA et al, 1996). Além disso, B-1,3-glicana
também foi utilizada com sucesso associada a itraconazol, farmaco antifungico, em

caso de cromoblastomicose causada por F. pedrosoi. (AZEVEDO et al, 2007).

No caso de vacinas, o uso de particulas de B-glicana derivadas da parede de
S. cerevisiae para esse fim leva a protecdo contra infeccdo pelos fungos
Coccidioides posadasii e A. fumigatus (CLEMONS et al., 2014; 2015). O mecanismo
de protecdo gerado para A. fumigatus estava associado a ativacdo efetiva da

resposta imunoldgica inata e adaptativa como mostrado na produgdo de citocinas
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como INF-y, TNF-a, quimiocinas (MCP-1, MIP-1a, RANTES, KC) e citocinas
associadas a resposta Th17 (IL-6, IL-1b, IL-17) (CLEMONS et al., 2014).

6 - Conclusao

O uso de agonistas de PRRs na infeccado de BMDCs in vitro com P.
brasiliensis se mostra promissor como, por exemplo, para seu uso em terapias
adjuvantes contra essa micose, pois em diversos aspectos melhora as atividades da
principal célula associada a inducéo da resposta imunoldgica adaptativa.

Foi visto que Zymosan e Pam3csk4 sdo capazes de induzir o aumento da
producdo de citocinas da imunidade inata, como IL-6, TNF-a e IL-13, que participam
de processos importantes na protecdo contra infeccdo por P. brasiliensis. Os
agonistas ainda se mostram interessantes pela sua capacidade de modular o perfil
de imunidade adaptativa gerado, reduzindo a producéo das citocinas caracteristicas
do perfil de linfécitos Th2, IL-13, e aumentando a producdo daquelas citocinas
relacionadas com linfocitos Thl e Thl7, IFN-y e IL-17, respectivamente. E que isso
se da pelo aumento da producao de IL-18 e IL-27 induzido pelo estimulo com
agonistas, pois essas sao citocinas que também estdo relacionadas com a
polarizacéo da resposta para Thl.

Ainda foi observada a capacidade do P. brasiliensis de inibir a citocina IL-
12p70 e foi mostrada que tal inibicdo ocorre na transcricdo da subunidade p35 da
citocina. Apesar de ndo se saber o mecanismo pelo qual o fungo realiza a inibicéo,
foi mostrado também que apesar de o contato ser necessario para esse processo,
ele ndo se da via receptores Mincle, Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3, TLR-2 e TLR-4.

A analise da imunomodulacao in vivo iniciou promissora, ja que essa vacina
terapéutica com DCs estimuladas por Zymosan se mostrou capaz de reduzir a carga

fungica dos pulmdes e bacos dos camundongos tratados.
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