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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenca sistémica causada pelo fungo dimoérfico do
género Paracoccidioides spp., podendo afetar tanto individuos imunocomprometidos como
aqueles imunocompetentes. A PCM tem alta incidéncia em paises da América Latina,
principalmente no Brasil. O perfil de resposta Th1 estd associado a uma maior prote¢cdo contra
o P. brasiliensis e o envolvimento de células da resposta imune inata é essencial para o
direcionamento dessa resposta. Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs) sd@o importantes
para o reconhecimento inicial de patégenos, e lectinas do tipo C, um tipo de PRR, sdo cruciais
no reconhecimento de fungos. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel
dos receptores Dectina-2 e Dectina-3 na infeccdo por P. brasiliensis. Células dendriticas
derivadas de medula 6ssea (BMDCs) e macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) de
linhagens de camundongos do tipo selvagem e deficientes de cada receptor foram infectadas
por P. brasiliensis para as andlises in vitro. Para a verificacdo de resposta in vivo, camundongos
selvagens e deficientes de Dectina-2 ou Dectina-3 foram infectados pelo fungo para a
averiguacdo de suas sobrevivéncias. Por fim, infectou-se novamente os animais deficientes de
Dectina-2 para coleta de 6rgaos e andlise de UFC, histopatologia e citocinas. Fagdcitos
deficientes de Dectina-2 produziram significativamente menor quantidade de citocinas (TNF-
a, IL-6, IL-1B e IL-10) em em comparacdo com os selvagens e BMDMs deficientes
apresentaram menor capacidade fagocitica e fungicida. Nao houve deteccdo de atividade
complementar entre os receptores estudados. Linfécitos T selvagens cultivados com BMDCs
deficientes de Dectina-2 produziram menores quantidades de IFN-y e maiores quantidades de
IL-13, demonstrando a relevancia de Dectina-2 na inducao de resposta imune protetora contra
P. brasiliensis em modelos de infeccdo in vitro. Os animais deficientes de Dectina-2
apresentaram menor producdo de citocinas pré-inflamatérias e maior producdo daquelas
reguladoras, fazendo com que houvesse maior detec¢dao de UFC em seus pulmdes e resultando
em uma sobrevivéncia significativamente afetada. Por sua vez, as células deficientes de
Dectina-3 ndo apresentaram diferenca significativa de producdo de citocinas, expressdao de
moléculas co-estimulatorias, fagocitose e atividade fungicida em relagdo ao controle. Além
disso, os camundongos infectados deficientes do receptor ndo apresentaram maior
susceptibilidade diante da infec¢@o por P. brasiliesis. Em conjunto, tais resultados indicam que
Dectina-2 — e ndo Dectina 3 - desempenha um importante papel na indu¢do de resposta imune
protetora contra P. brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Receptores de Reconhecimento Padrao,
Dectina-2, Dectina-3.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic disease caused by the dimorphic fungus of the
genus Paracoccidioides spp., which may affect both immunocompromised and
immunocompetent individuals. PCM has a high incidence in Latin American, mainly in Brazil.
The Th1 immune response is associated with a greater protection against the desease and the
involvement of the innate immunity is essential for targeting this response. Pattern Recognition
Receptors (PRRs) are important for the initial recognition of pathogens, and C type lectins
(CLRs) are crucial in the recognition of fungi. Thus, the objective of the study is to evaluate the
role of Dectin-2 and Dectin-3 in P. brasiliensis infection. Dectin-2 and Dectina-3 knockout
BMDCs and BMDMs were infected with the fungus for the in vitro analyses. For the in vivo
analysis, Dectin-2 and Dectin-3 knockout mice were infected by P. brasiliensis and their
survival were assessed. Furthermore, Dectin-2 knockout mice were infected and sacrificed with
30 and 60 days after infection for CFU, histophatology analysis and cytokine production in
lungs and liver. Dectin-2 knockout phagocytes produced significantly lower amounts of
cytokines (TNF-a, IL-6 IL-1p and IL-10) compared to wild-type and Dectin-2 deficient
BMDMs had lower phagocytic and fungicidal capacity. There was no detection of
complementary activity among the CLRs studied. T lymphocytes cultured with Dectin-2
knockout BMDCs produced lower amounts of IFN-y and higher amounts of IL-13,
demonstrating the relevance of Dectin-2 in inducing a protective immune response against P.
brasiliensis in vitro. Dectin-2-deficient mice had lower production of pro-inflammatory
cytokines and increased production of the regulatory ones. They presented higher CFUs in their
lungs and a significantly lower survival compared to the wild-type mice. Dectin-3-deficient
cells did not show significant difference in cytokine production, expression of co-stimulatory
molecules, phagocytosis and fungicidal activity in relation to the control. Moreover, Dectin-3
knockout mice did not present greater mortality compared to wild type. Taken together, these
results indicate that Dectin-2 — and not Dectin-3 — has an important role in inducing a protective
immune response against P. brasiliensis.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, Pattern Recognition Receptors, Dectin-2, Dectin-3.
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1. INTRODUCAO

"...E ndo hd melhor resposta
que o espetdculo da vida:

vé-la desfiar seu fio,

que também se chama vida,
ver a fabrica que ela mesma,
teimosamente, se fabrica,

vé-la brotar como hd pouco
em nova vida explodida;
mesmo quando é assim pequena
a explosdo, como a ocorrida;
mesmo quando é uma explosdo
como a de hd pouco, franzina;
mesmo quando é a explosdo
de uma vida severina.”

(Jodo Cabral de Melo Neto)

1.1 Paracoccidioidomicose e Paracoccidioides sp.

Existem, aproximadamente, 1,5 milhdes de espécies de fungos descritas no mundo e
dessas, grande parte sdo comensais de animais e plantas. Estima-se que apenas 150 a 400
espécies podem infectar seres humanos, sendo algumas adaptadas a viverem nesses organismos,
colonizando superficies cutaneas e mucosas, sem necessariamente causarem doencas (HUBE,
2009). Ainda assim, infec¢des causadas por fungos, apesar de serem amplamente distribuidas
ao redor do mundo e possuirem a capacidade de causar graves danos a saide humana, ndo sao
devidamente reconhecidas em comparagdao com outros tipos de infeccdo (BROWN et al., 2012).

A maioria dos fungos que causam doencgas sdo aqueles que vivem no meio ambiente,
fora do organismo do hospedeiro, mas que, por algum motivo, e em algum momento, alcangam
seus hospedeiros e causam uma infecg¢ao “acidental”. Possivelmente, esses fungos adquiriram
um potencial patogénico em nichos ambientais que possuem semelhangas com aspectos do
corpo humano, como temperatura e pH ideais (HUBE, 2009). Estima-se que a maioria das
pessoas sofrerd de alguma micose superficial ao longo da vida, sendo geralmente de facil
tratamento. No entanto, milhdes de individuos encontram-se em situacdes de vulnerabilidade e
contrairdo formas invasivas das infec¢Oes fungicas, contraindo doencas graves, de dificil
diagndstico e tratamento (BRONW et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015).

Dentre as infec¢des flingicas que merecem especial atengdo, a paracoccidioidomicose
(PCM) € uma doenga granulomatosa sistémica causada por fungos do género Paracoccidioides
sp. e uma das micoses mais prevalentes da América Latina. E restrita a dreas subtropicais, desde
o México até o norte da Argentina, com uma maior incidéncia, respectivamente, no Brasil,

Venezuela, Colombia, Equador, Bolivia e Argentina (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017;
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TEIXEIRA et al., 2014). No Brasil, a doenga apresentou a maior taxa de mortalidade entre as
micoses sistémicas (1,45 casos por um milhdo de habitantes) e a oitava maior causa de
mortalidade entre as doencas infecciosas e parasitdrias em um periodo de 15 anos — 1980 a 1995
— (COUTINHO et al., 2002), constituindo, portanto, um sério problema social.

Entre janeiro de 1998 e dezembro de 2006, dados coletados de 13.682 pacientes
hospitalizados com micoses sist€émicas mostraram que 49% das internacdes eram devido a
PCM, com énfases nas regides norte e centro-oeste do Brasil (COUTINHO et al., 2015). Ainda
que tais informagdes sejam notaveis, em 2008, a PCM foi incluida na lista de doencas tropicais
negligenciadas cujo impacto na saude publica é subnotificado devido a falta de dados
disponiveis (HOTEZ, et al., 2008).

Historicamente, a primeira descricdo da doenca foi realizada no Brasil por Adolpho Lutz
em 1908, apds observar a natureza dimoérfica do fungo em lesdes de dois pacientes provenientes
do estado de Sdo Paulo. Mais tarde, em 1912, o fungo foi classificado como Zymonema
brasiliensis por Afonso Splendore e, apenas em 1930, foi proposto o nome de Paracoccidioides
brasiliensis por Floriano de Almeida (TEIXEIRA et al., 2013).

O género Paracoccidioides pertece ao Filo Ascomicota, Classe Euromycetes, Ordem
Onygenales e Familia Ajellomycetaceae (Onygenaceae) (MARQUES, 2013). Esses
organismos se adaptaram a dois nichos ecoldgicos distintos: o primeiro, em condi¢des
saprofitas, no solo e o segundo, em tecidos de hospedeiros (TEIXEIRA et al., 2014). Evidéncias
epidemioldgicas indicam que as formas saprofitas de Paracoccidioides spp. necessitam de
condicdes especificas do solo, em lugares com fontes de dgua e vegetais (RESTREPO et al.,
2001). Quanto a hospedeiros suscetiveis, além de seres humanos, o fungo ja foi encontrado em
diferentes espécies de mamiferos, como tatus, bichos preguica e, até mesmo, em cachorros
(BAGAGLI et al., 1998; DE FARIAS et al., 2011; TREJO-CHAVEZ et al., 2011).

Até o momento, duas espécies sdo reconhecidas por causar a doenga: Paracoccidioides
lutzii e Paracoccidioides brasiliensis (TEIXEIRA et al., 2013), sendo a primeira formada por
um unico grupo monofilético encontrado no centro-oeste brasileiro e no Equador, e a segunda
de, pelo menos, quatro espécies: S1 (subdividida em Sla e S1b), PS2, PS3 e PS4. No sudeste
do Brasil sdo encontradas as espécies S1 e PS2, e no centro-oeste, a espécie S1. Ja na Argentina
€ encontrada apenas a S1, na Colombia, a PS3, e na Venezuela sdo encontradas as espécies PS2
e PS4 (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), como ilustrado
na Figura 1. Apesar de serem conhecidas diferencas genéticas, morfoldgicas e epidemioldgicas
entre as duas espécies descritas, sdo necessarios novos estudos relacionados a patogenicidade,

para se buscar formas de tratamento mais especificas, uma vez que P. brasiliensis e P. lutzii
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poderiam induzir manifestacdes clinicas diversas, ter tropismo para diferentes Orgios e

apresentarem diferentes susceptibildades aos medicamentos indicados (MARQUES,

TEIXEIRA et al., 2013).

o

Figura 1. Distribuicio geografica do género Paracoccidioides sp. na América do Sul. (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

2013;

Por ser endémica em populacdes rurais, a PCM afeta principalmente individuos cujo

oficio envolve atividades agricolas com manipulacdo do solo (TEIXEIRA et al., 2014). Seus

agentes etioldgicos sdo fungos termodimorficos que crescem na forma de micélio filamentoso

saprofitico a temperaturas de 20 a 23°C. A partir do momento da inalag¢do de propagulos

aéreos

— conidios —, com consequente migracdo para alvéolos pulmonares a 37°C, convertem-se para

a forma de levedura (McEWEN et al., 1987; RESTREPO et al., 1986), tendo outros mamiferos

Possiveis reservatorios

Inalagao .

B brasiliensis

P lutzii
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Forma de levedura & ty

-

Figura 2. Propagacao de Paracoccidioides spp. (Adaptado de SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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como possiveis reservatorios, (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), como ilustrado na Figura
2.

Na maioria dos casos, a infec¢do é adquirida nas primeiras duas décadas de vida.
Entretanto, uma possivel evolu¢do da doenca e manifestagdes clinicas distintas sdo mais
comuns em idades posteriores, de 30 a 50 anos, devido a reativagdo de focos latentes (WANKE;
LONDERO, 1994). Na infancia, a infeccio ¢é estimada em 10% dos casos, sendo
equitativamente distribuida entre os sexos. Na idade adulta, porém, a frequéncia de homens
infectados pode ser de 10 a 15 vezes maior do que em mulheres (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017), gerando uma discussdo relacionada a interferéncia de hormonios femininos no ciclo de
vida do fungo (ARISTIZABAL et al., 1998), ja que o estrogénio esté relacionado a reducdo de
citocinas pré-inflamatérias e aumento das anti-inflamatérias (STRAUB, 2007). Dessa forma, a
presenca do hormonio pode induzir a polarizagdo de uma resposta do tipo Th2 (T helper 2)
(CAIXETA et al., 2018) que, por sua vez, contribuiria para a cronicidade da doenca (DE
CASTRO et al., 2013). A maior frequéncia da infec¢dao nos homens, todavia, pode estar também
relacionada a fatores sociais, tendo em vista uma maior propor¢do de trabalhadores rurais do
sexo maculino (TEIXEIRA et al., 2014).

Ap6s a inalagdo dos conidios, os hospedeiros podem ou nao desenvolver a PCM. Dessa
forma, MARQUES (2013) sugeriu quatro classificacdes clinicas distintas para a doenca:

1- Infeccdo: corresponde ao paciente que ndo possui qualquer sinal ou sintoma, porém,
apresenta testes diagndsticos positivos.

2- Doenga: pode ser dividida em dois grupos:

2.1. Forma aguda ou juvenil, que geralmente afeta pacientes até 30 anos de idade,
podendo ser responsdvel pela manifestacdo de sinais clinicos graves e
disseminag¢do. No Brasil, € mais comum nos estados de Minas Gerais, Maranhao,
Par4, Sao Paulo e Goids (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

2.2. Forma cronica, podendo ser unifocal (atingindo um 6rgdo ou sistema) ou
multifocal, atingindo, em 90% dos casos, os pulmdes. Inicia-se gradativamente
e os sintomas podem persistir por meses ou anos. Pode ser classificada em
benigna, moderada ou grave e, em alguns casos, a infec¢do s6 € detectada devido
a exames médicos de rotina (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

3- Paracoccidioidomicose associada a imunossupressdao. Em alguns casos, o fungo pode
ser oportunista em pacientes com imunidade celular reduzida devido a doengas ou tratamentos

imunossupressivos.
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4- Sequelas da PCM: Sdao manifestacdes clinicas de mudancas funcionais e anatdmicas
observadas depois do tratamento, podendo ser doengas obstrutivas pulmonares cronicas,
estenose e obstrugdo das vias aéreas superiores e insuficiéncia adrenal.

Comorbidades — tuberculose, neoplasias e doengas imunossupressoras — € habitos como
o tabagismo e alcoolismo sdo relevantes para o seu prognéstico (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006). No entanto, ja houve relatos de pacientes com nivel nutricional adequado e baixa
exposicao a sitios de infec¢cdo com desenvolvimento de sintomas e progressiva evoluciao da
PCM (MARTINEZ; MOYA, 2009), ilustrando a capacidade do fungo de causar a doenca
mesmo em individuos imunocompetentes. Dessa maneira, o sucesso da colonizacdo do
hospedeiro pelo fungo envolve mecanismos complexos, dependentes tanto de fatores de
viruléncia do microrganismo, quanto da resposta imune desenvolvida pelo paciente

(OLIVEIRA et al., 2015).

1.2 A resposta imunolégica diante da infec¢ao por Paracoccidioides brasiliensis.

Ap6s a migragdo da levedura para os alvéolos pulmonares, uma resposta imune inata é
ativada. Tal resposta, a principio, detecta a presenga e a natureza da infec¢do e propicia a
primeira linha de defesa do hospedeiro (MEDZHITOV, 2001). Inicialmente, ¢ mediada por
barreiras fisicas, elementos quimicos e células que atuam na tentativa de eliminacao ou inibi¢ao
do crescimento dos patdgenos (BEUTLER, 2004). Uma vez nos pulmdes, a infec¢do por P.
basiliensis, assim como outras infec¢Oes fungicas, desencadeia a secrecdo de inumeras
proteinas antimicrobianas pelo epitélio pulmonar e o inicio de atividade fagocitica por
macréfagos alveolares (CALICH et al., 2008).

Juntamente com os macréfagos residentes, células dendriticas do hospedeiro também
exercem func¢do efetora, que consiste na sua interacdo com o fungo pelo reconhecimento de
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento
padrao (PRRs) presentes tanto em sua membrana plasmatica, quanto no citoplasma (BROWN,
2011). A este respeito, € digno de nota reconhecer que os padrdes moleculares evoluiram para
exercer determinadas funcoes fisioldgicas que sdo essenciais a0s micro-organismos, € nao para
interagirem com o sistema imune do hospedeiro — como os fatores de viruléncia o sdo — . Nesse
sentido, sao evolutivamente conservados dentro das classes desses seres. Os PRRs, por sua vez,
evoluiram para reconhecer PAMPs, sendo capazes de detectar a presenca da infeccdo
(MEDZHITOV, 2001).

Atualmente, sdo reconhecidos quatro grupos de PRRs, sendo eles: receptores do tipo

Toll (TLR), do tipo NOD (Nucleotide-binding and oligomerization domain- NLR), RIG-I-like
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(RLR) e Lectina do tipo C (CLR), sendo suas diferencas relacionadas: 1) ao reconhecimento de
um ligante especifico, 2) a via de transducdo de sinal e 3) a localizacao celular (PLATO;
HARDISON; BROWN, 2015). A interagdo de PRRs com PAMPs estimula uma cascata de
eventos intracelulares que culminam em uma resposta inicial do hospedeiro ao microrganismo,
induzindo diferentes respostas, como opsonizacdo, ativacdo do sistema complemento,
internalizacdo do patdgeno por fagdcitos ativados, liberacido de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e enzimas liticas nos fagolisossomos, assim como secre¢ao de citocinas e quimiocinas,
que suscitam o influxo e ativac@o de células inflamatdrias para o sitio de infeccao e apoptose
(MEDZHITOV; JANEWAY, 1997).

No entanto, a importancia desses receptores ndo se limita apenas a uma resposta imune
inicial contra patdégenos, mas também estd relacionada a modulagdo da resposta imune
adaptativa adequada aos diferentes micro-organismos. O reconhecimento de PAMPs pelos
PRRs € capaz de induzir a ativagdo de fatores de transcricdo, com consequente producdo de
citocinas, que ativam linfécitos TCD4" e polarizam o tipo de resposta necessdria para a
manutencdo da homeostase do organismo (NETEA et al., 2008; PLATO; HARDISON;
BROWN, 2015).

O balanco entre respostas imunes celulares e humorais € determinante para o resultado
das infecgdes e, para que isso ocorra, determinadas subpopulag¢des de linfécitos TCD4* sdo
ativadas. Tais subpopula¢des sdo classificadas de acordo com as citocinas que produzem, sendo
primeiramente descritas as células Thl e Th2 (MOSMANN et al., 1986). Principalmente, a
presenca de IL (Interleucina)-12 ativa a diferenciacao de linfécitos Th1, com a ativagado do fator
de transcri¢do T-bet (T box expressed in T cells) e consequente producdo de IFN-y (Interferon
gama), IL-2 e TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) por essas células. J4 as células Th2 se
diferenciam na presenca de IL-4, com a produg¢ao do fator de transcricio GATA-3 e produzem
IL-4, IL-5 e IL-13 (STEINMAN, 2017).

Atualmente sdo conhecidas outras subpopulacdes de linfécitos TCD4*, como as células
T regulatérias (Tregs), Th17, entre outras, que estdo também relacionadas a resposta imune
induzida por P. brasiliensis (CASTRO et al., 2013). Células Th17 sdo diferenciadas na presenca
de TGF-B (Transforming Growth Factor beta), 1L-6 e 1L-23, com a ativacdo do fator de
transcricdo  RORYT (Retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma) e
produzem IL-17, estimulando a acumulacdo de neutréfilos e células epiteliais, endoteliais e
macréfagos a produzirem citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, além de peptideos
antimicrobianos, as defensinas (STEINMAN, 2007). Células Tregs sao diferenciadas na

presenca de TGF-B (Transforming growth factor beta), expressam o fator de transcricao FoxP3
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e produzem IL-10 e TGF-f. Desta maneira, possuem conhecida atividade imunossupressiva,
sendo responsdveis pela manutencdo do equilibrio, limitando respostas inflamatdrias
exacerbadas (SAKAGUCHI, 2000).

A resposta imune adaptativa conhecida por promover protecdo contra infecg¢des
fungicas € a do tipo Thl, particularmente naquelas sist€micas, como as causadas por C.
neoformans e P. brasiliensis, enquanto uma resposta Th17 j& demonstrou ser protetora em
modelos de candidiase (DAMBUZA; BROWN, 2015; DRUMMOND; LIONAKIS, 2016).
Nesse sentido, a resisténcia de hospedeiros humanos e camundongos diante da infec¢ao por P.
brasiliensis mostrou ser dependente da ativacao de fagdcitos por linfécitos Thl, associada a
producdo de IFN-y, TNF-a e I[L-12 (CALVI, et al., 2003; FORTES et al., 2011).

Em consequéncia, ocorre na PCM uma reagdo granulomatosa no tecido do hospedeiro,
que possibilita uma forma eficiente e especializada de conter a multiplicacdo e disseminacdo
fungica pelo organismo (FORTES et al., 2011). Ademais, estudos recentes verificaram a
importancia de 1L-6, IL-23 e IL-17 na formac¢do de granulomas compactos, associados a uma
maior produgao de TNF-a e IFN-y, induzindo maior protecio contra o fungo. Dessa forma, tais
resultados sugerem a relevancia também de uma resposta imune Th1l7 na formacdo de
granulomas e protegio contra a PCM experimental (TRISTAO et al., 2017).

Em contraposicao, a presenga de células do tipo Th2 e Treg (com secre¢do de 1L-4, IL-
5, IL-10 e TGF-p) foi relacionada a uma maior susceptibilidade a doenga, com disseminagao
fingica e maior mortalidade murina (BOCCA et al., 2013). No entanto, um consideravel
nimero de células Foxp3* foi observado em granulomas compactos de lesdes mucosas,
demonstrando que a modulacdo da resposta imune inflamatdria por células Tregs € igualmente
necessdria para a protecdo do hospedeiro (PAGLIARI et al., 2011).

Para sintetizar, DE CASTRO e colaboradores (2013) propuseram um modelo
relacionando as diferentes manisfestacdes clinicas da PCM com as respostas imunes
correspondentes em humanos, de forma que, a medida em que a resposta imune celular vai
diminuindo, a susceptibilidade a doenca vai aumentando. E, da mesma forma, a medida em que
a resposta imune humoral aumenta, a resisténcia a infec¢ao diminui.

Essencialmente, a infeccdo — manifestacdo clinica assintomatica — € caracterizada por
um tipo de resposta predominante Thl, com a producdo de IFN-y e TNF-a, com consequente
ativacdo de macréfagos e eliminacao do fungo. J4 na forma aguda da doencga, ocorre a ativacao
de uma resposta Th2 (com producdo de IL-4 e IL-5) e Th9 (producdo de IL-9 e IL-21),
induzindo uma resposta imune humoral, com producao de anticorpos IgG4 (Imunoglobulin G4)

e IgE. Esse tipo de resposta induz a ativacdo de eosindfilos, devido a presenga de IL-5 e a
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inibicdo de macréfagos, devido a presenga de IL-4, acarretando uma maior susceptibilidade ao
hospedeiro (DE CASTRO et al., 2013).

A forma crénica da PCM € induzida por uma resposta complexa, com a combinagao de
respostas Th17 e Th22 associadas as respostas Th1 e Th2/Th9, o que geraria uma resisténcia
parcial a infeccdo e, a0 mesmo tempo, poderia induzir uma resposta imune exacerbada, com
ativacdo de neutr6filos e danos teciduais, com posterior fibrose. Simultaneamente, a presenca
de células Tregs poderia controlar a resposta inflamatoria e inibir a ativa¢ao de macréfagos (DE
CASTRO et al., 2013).

A vista da importancia de uma resposta imune inata adequada para suscitar a resposta
adaptativa protetora, os mecanismos de acdo induzidos pela interagao de TLRs e CLRs com a
parede celular de fungos sdo extensivamente estudados na infeccdo por Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, C. neoformans, Histoplasma capsulatum e P. brasiliensis, entre outros
(BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014; GENITENBEEK; GRINGHUIS, 2009;
NETEA etal., 2004). E, apesar da evidente relevancia desses PRRs no reconhecimento fingico,
o estudo da interacdo de PAMPs e DAMPs (Padroes moleculares associados a danos) com os
receptores localizados no citoplasma da célula do hospedeiro, como os NLRs, estd se tornando

cada vez mais promissor (TAVARES et al., 2015).

1.3 Receptores do tipo NOD (NLRs)

Os receptores NLRs se diferenciam dos demais devido a sua localizagcdo, pois sdo
encontrados no citoplasma das células efetoras. Além disso, sdo capazes de se associarem a
proteina adaptadora ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a Caspase
activation and recruitment domain (CARD)) e a procaspase-1 para formar um complexo
multiproteico chamado inflamassoma (STROWIG et al., 2012).

Dentre os diversos tipos de inflamassomas conhecidos, o mais estudado no
reconhecimento de padrdes moleculares dos fungos é o inflamassoma NLRP3 (NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3), sendo necessdrios dois sinais para a sua ativacao:
o reconhecimento de PAMPs e DAMPs (MARTINON et al., 2009).

O primeiro sinal (reconhecimento de um PAMP) induz a transcri¢do da molécula pré-
IL-1B e pré-IL-18, via ativagdo de NF-kB (MARTINON et al., 2009). O segundo sinal de
ativacdo do inflamassoma NLRP3 pode ser a presenca de ATP extracelular, produ¢do de ROS
e efluxo de ions através da membrana plasmdtica, induzindo a ativacdo da caspase-1 e
consequente quebra de pro-IL-1B e pro-IL-18 em suas formas ativas (IL-1B e IL-18)
(MARTINON et al., 2009).
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Essas citocinas pré-inflamatdrias tem o papel de induzir uma resposta imune adaptativa
do tipo Th1/Th17, sendo essencias para o controle de diversos micro-organismos, incluindo
bactérias, virus e fungos (GROSS et al., 2009). TAVARES e colaboradores (2013)
demonstraram a importancia da ativacdo do inflamassoma NLRP3 na infeccdo por P.
brasiliensis, uma vez que, nas células dendriticas murinas, esse complexo € ativado pelo
reconhecimento do PAMP e pelo efluxo de potassio (K*), producido de ROS, acidificagido do
lisossomo e presenga de catepsina B, para o processamento e liberacdo de IL-1p. Além disso,
essa citocina se mostrou necessdria para a ativacao da capacidade fungicida de macréfagos,

comprovando a relevancia do inflamassoma NLRP3 no controle da PCM.

1.4 Receptores do tipo Toll (TLRs)

Os primeiros PRRs a serem identificados sdo expressos tanto em células da resposta
imune — como células dendriticas e macr6fagos — como em fibroblastos e células epiteliais. Sao
receptores transmembrana do tipo I, caracterizados por um dominio extracelular com repeticdes
rico em leucina (LRR), responsavel pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPs e um dominio
citoplasmatico “TIR” (receptor Toll/IL-1), que inicia a sinalizacao intracelular (BOTOS et al.,
2001; MEDZHITOV, 2001).

Existem dez tipos TLRs em humanos (TLR1-TLR10) e doze em camundongos (TLR1-
TLRY, TLR11-TLR13), sendo divididos em receptores localizados na superficie celular ou em
compartimentos intracelulares, como reticulos endoplasmaéticos e lisossomos. Devido a sua
localizagdo, podem reconhecer uma variedade de PAMPs, como lipidios, lipoproteinas,
peptidoglicanos, dcidos nucleicos, entre outros (KAWASAKI; KAWALI 2014).

Na superficie celular sdao encontrados TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 e TLR10, que
reconhecem lipopolissacaridios (LPS), como o TLR4, lipopotreinas, peptidoglicanas, dcidos
lipoteicicos, zymosan, mananas (TLR2, TLR1, TLR6), flagelina bacteriana (TLRS), virus da
Influenza A (TLR10), entre outros (KAWAI;, AKIRA, 2010). Em compartimentos
intracelulares sdo encontrados TLR3, TLR7, TLRS, TLRY, TLR11, TLR12 e TLR13, que
reconhecem &cidos nucleicos derivados de micro-organismos, além de 4cidos nucleicos
préprios, em condi¢des de autoimunidade (BLASIUS; BEUTLER, 2010). Desse modo, a
localizacdo do receptor e o tipo celular sdo importantes também na regulacdo do sinal e
determinam respostas imunes particulares aos micro-organismos correspondentes
(KAWASAKI; KAWAL 2014).

Ap6s o reconhecimento de PAMPs ou DAMPs, a transdugdo de sinal leva a ativagao de

genes que relacionados com a defesa do hospedeiro, como a produg¢do de citocinas
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inflamatdrias, quimiocinas, Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), moléculas
coestimulatérias e moléculas efetoras, como peptideos antimicrobianos (MEDZHITOV, 2001).

A sinalizacdo intracelular que parece ser compartilhada por todos os TLRs e receptores
de IL-1 (IL-IR) incluem quatro componentes essenciais: as proteinas adaptadoras MyD88
(Myeloid Differentiation primary response 88) e TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-ff) ou TOLLIP (Toll-Interacting Protein), uma proteina quinase IRAK (/L-
1R-associated kinase) e outra proteina adaptadora TRAF6 (TNF receptor- associated factor 6)
(MEDZHITOV, 2001). O dominio citoplasmatico TIR dos TLRs recruta as proteinas
adaptadoras MyD88 e TRIF que, por sua vez, recrutam IRAK. IRAK ¢ autofosforilada e se
associa com TRAF6, que induz a ativacdo de TAKI1 (TGF-f-activated kinase) e MKK6
(Mitogen-activated protein kinase kinase 6). Em resposta, essas moléculas ativam NF-kB
(Factor nuclear kappa B), JNK (c-Jun N-terminal kinase) e p38 MAP quinase,
respectivamente. A sinalizacdo via TLR4 pode ser também independente de MyD88, sendo
recrutada a proteina quinase PKR, como evidenciado na Figura 3 (CAO et al.,, 1996;

MEDZHITOV, 2001; WANG et al., 2001).
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Figura 3. Sinalizacao intracellular mediada por TLRs (Adaptado
de MEDZHITOYV, 2001).

No contexto de infecgdes fungicas, € dificil definir quais PAMPs seriam necessarios
para a inducdo das respostas imunes via TLR, devido a plasticidade da parede celular desses
micro-organismos (BOURGEOIS; KUCHLER, 2012). Alguns estudos demonstraram a
importancia de TLR2 — associado a Dectina-1 — no reconhecimento de B-glucanas de C.
albicans (NETEA et al., 2006). Ademais, esse receptor também € estimulado por ligantes

presentes em conidios e hifas de A. fumigatus (NETEA et al., 2003). Heterodimeros
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TLR2/TLR1 e TLR2/TLR6 reconhecem a glucuronoxylomannana (GXM) da cdpsula de C.
neoformans (FONSECA et al., 2010).

Adicionalmente, NAKAIRA-TAKAHAGI e colaboradores (2011) demonstraram que o
antigeno gp43 de P. brasiliensis é capaz de se ligar em TLR2, TLR4 e receptores de manose
expressos em mondcitos, demonstrando a relevancia desses receptores na infec¢ao pelo fungo.
No estudo citado, a produ¢do de TNF-a pelas células ativadas foi devida a intera¢do de P.
brasiliensis com TLR4 e receptores de manose, enquanto IL-10 foi produzida apds interacao
do fungo com TLR2 na superficie celular. Em neutréfilos humanos, no entanto, tais receptores
ndo pareceram possuir um papel relevante em se tratando de sua atividade fungicida (ACORCI-
VALERIO et al., 2010)

De maneira interessante, a interagao de P. brasiliensis com alguns TLRs parece ser um
importante mecanismo de escape do fungo. Segundo CALICH e colaboradores (2008), as
leveduras sdo reconhecidas e fagocitadas por macréfagos a partir de sua interacao com TLR2 e
TLR4. No entanto, tal interacdo ndo € capaz de controlar a infec¢do, o que permite a
multiplicacdo flngica. A ligagdo com TLR3 também parece ser favordvel para o fungo, uma
vez que macréfagos infectados deficientes do receptor apresentaram maior capacidade
fungicida comparados com aqueles selvagens. Além disso, animais knockouts apresentaram
menor quantidade de leveduras recuperadas do pulmao apds 30 dias de infeccao (JANNUZZI
et al., 2019).

Embora haja estudos relacionando o reconhecimento de certos fungos por TLR2/1,
TLR4, TLR3, TLR2/6, TLR7 e TLRY, tais receptores ndo sdo os principais agentes resposaveis
pela inducdo de uma resposta imune inata efetora (BOURGEOIS; KUCHLER, 2012;
HARDISON; BROWN, 2012). E apesar de sua relevancia no reconhecimento flngico ja ser
estabelecida em modelos murinos, individuos imunocompetentes que nao possuem MyD88 — e
outras moléculas da sinalizacao intracelular mediada por TLRs —, parecem ndo possuir uma
maior predisposi¢cdo para doengas fungicas. Ademais, a interagdo de TLRs com outros PRRs
demonstrou ser essencial para tal imunidade (HARDISON; BROWN, 2012).

Em contraste, levando em consideragdo a abundante presenca de carboidratos na parede
celular de fungos (BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014), os receptores CLRs — e
moléculas intracelulares relacionadas — sdo essenciais para o reconhecimento e indu¢do de uma
resposta imune antifingica adequada (HARDISON; BROWN, 2012). Em conformidade, ha
estudos que relacionam o envolvimento desses receptores na modulacao da sinalizagao de TLRs
e na inducdo da expressdao de genes especificos diante da infecdo por esses patdgenos

(GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009).
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1.5 Receptores Lectinas do tipo C — CLRs

Sdo receptores transmembranas principalmente expressos em células mieldides,
podendo ser encontrados também em linfocitos, granuldcitos, osteoclastos e células epiteliais
(PLATO; HARDISON; BROWN, 2015). O termo “Lectina do tipo C” foi primeiramente usado
para distinguir sua ligacio em carboidratos que, em sua maioria, é dependente de Ca*>
(GEIUTENBEEK; GRINGHUIS, 2009). Tal ligacao se d4 a partir de um ou mais dominios de
reconhecimento de carboidratos (CRDs). No entanto, com base em estudos moleculares,
observou-se que nem todas as proteinas que contém CRDs do tipo C se ligam a carboidratos ou
sdo dependentes de Ca*?. Dessa forma, um novo termo — CTLD (C-type lectin-like domains) —
foi introduzido para se referir a tais dominios (ZELENSKY; GREADY, 2005).

Sao dividos em 17 grupos, de acordo com sua filogenia e estrutura (ZELENSKY;
GREADY, 2005), no entanto, os mais estudados no reconhecimento de micro-organismos sao
os grupos II (receptores Ca™ dependentes com um unico CRD), V (receptores Ca'?
independentes, com um tinico CTLDs) e VI (receptores Ca*? dependentes com miiltiplos CRDs)
(HOVING; WILSON; BROWN, 2014).

O reconhecimento do PAMP se d4 por meio de motivos conservados presentes no
dominio CTLD, como o motivo EPN (Glu-Pro-Asn) — responsavel pela ligacdo a manose, N-
acetilglucosamina, L-fucose e glicose — e o motivo QPD (GIn-Pro-Asp) — que reconhece
galactose e N-acetilgalactosamina —. Além disso, também podem se ligar a carboidratos como
B-glucanas e a outras biomoléculas, como lipidios e proteinas (BARRETO-BERGTER;
FIGUEIREDO, 2014).

CLRs reconhecem ligantes endégenos e exdgenos para a manuten¢do da homeostase do
organismo, podendo ser eles PAMPs, DAMPs ou TAMPs (Padrées moleculares associados a
tumores). Além disso, sdo os principais receptores no reconhecimento de fungos (HARDISON;
BROWN, 2013). A partir desse reconhecimento, a transdu¢do do sinal se dd de forma
dependente ou independentemente da quinase Syk (Spleen tyrosine kinase) (DAMBUZA;
BROWN, 2015).

De acordo com SANCHO E SOUZA (2012), os CLRs podem ser divididos em trés
grupos, baseados em seus motivos citoplasmaticos e potencial de sinalizacao intracelular:

1- CLRs dependentes de SyK, com motivos ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif: sequéncas de YxxI/L, onde x designa qualquer aminodcido) em sua cauda

citoplasmatica — como Dectina-1- ou associados a uma cadeia adaptadora, como, por exemplo,
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FcRy (Fc receptor gamma) — Dectina-2, Dectina-3 e Mincle —, levando a ativagdo de fatores de
transcricao.

2- CLRs dependentes de SyK com motivos ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) — como MICL e DCIR —, que regulam a ativacdo de outras vias intracelulares.

3- CLRs que ndo utilizam a fosforilagdo de motivos ITAM ou ITIM na sua cascata de
sinalizacdo intracelular — como receptor de manose (MR) e DC-SIGN (Dendritic cell-specific
ICAM-grabbing non-integrin). Tais receptores possuem atividade endocitica, podendo mediar
a captura de micro-organismos e apresentacao antigénica as células T. No entanto, seu estimulo
isoladamente ndo induz sinais de ativagcdo celular, apesar de, em alguns casos, modular a
resposta de outros receptores.

A Figura 4 mostra uma representacdo esquematica dos CLRs citados, os seres que
possuem seus ligantes — bactérias, fungos, protozodrios e helmintos — € um resumo de suas vias

de ativagdo, explicadas adiante.
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Figura 4. Representacio esquematica dos receptores de Lectina do tipo C, seus respectivos ligantes e vias
de ativacio dependentes ou independentes de SyK (Adaptado de HOVING; WILSON; BROWN, 2014).

Canonicamente, SyK fosforila ITAM na cauda citoplasmatica do préprio receptor ou
associados a uma cadeia adaptadora. Uma via conhecida de ativacdo dos fatores de transcricao
NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) e NF-kB por CLRs, com consequente producao de
citocinas e quimiocinas, envolve a via da quinase PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) e DAG
(Diacylglycerol) (PLATO; HARDISON; BROWN, 2015), mostrada na Figura 5, que
exemplifica uma via de transdugao de sinal gerada a partir da ligacdo de B-glucana com Dectina-
1.
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A ativacdo da fosfolipase PLCy2, dependente de SyK, leva a liberacdo de fons Ca*? e
ativacdo de vdrias proteinas quinases C (PKC). A PKCS ativa as vias de calcineurina/NFAT e
ROS/ inflamassoma NLRP3, além de fosforilar CARDY, a qual forma um complexo trimérico
com Bcl-10 e Maltl, responsavel por ativar NF-kB. O complexo CARD9/Bcl-10/Maltl pode
ativar todas as subunidades de NF-kB, incluindo c-Rel, removendo seu inibidor (IxB) pela
ativacdo do complexo IKK. SyK também pode ativar o complexo IKK por meio da via NIK,
levando a ativag@o das subunidades RelB e p52 de NF-kB (PLATO; WILLMENT; BROWN,
2013).
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Figura 5 Representacio esquematica da via de sinalizacio de Dectina-1 a partir da ligacio com p-glucana
(Adaptado de PLATO; WILLMENT; BROWN, 2013).

Alguns CLRs, no entanto, também podem desempenhar func¢ao inibidora, por conter em
sua cauda citoplasmética o motivo ITIM. A fosforilagao de ITIM envolve o recrutamento de
tirosinas fosfatases, que promovem efeitos reguladores em outras vias de ativacdo, sendo
importantes na inibicao de doencas autoimunes (PLATO; HARDISON; BROWN, 2015).

Até o momento, dentre esses receptores, Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3, Mincle, MR
e DC-SIGN sao reconhecidos por sua habilidade de se ligarem a parede celular de fungos,
induzindo uma resposta imunolégica protetora (BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014;
HARDISON; BROWN, 2012). Enquanto Dectina-1 reconhece -glucanas, os outros receptores
se ligam a estruturas baseadas em manose encontradas na camada de mananas da parede celular

dos fungos, com excecdo de Dectina-3. As respostas desencadeadas por esses receptores
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incluem fagocitose, inducao de mecanismos antifiingicos e produ¢do de mediadores soluveis,
quimiocinas e citocinas, além de reconhecidamente modularem o desenvolvimento de respostas

imunes adaptativas, notadamente Th1 e Th17 (HARDISON; BROWN, 2012).

1.5.1 Dectina-1

Também conhecida como CLEC7A, € expressa em células mieldides, incluindo células
dendriticas, mondcitos, macréfagos, neutrdfilos, linfécitos Tyo e, em humanos, ainda pode ser
expressa em linfécitos B, eosindfilos e mastécitos (SANCHO; SOUZA, 2012). Possui um tnico
dominio CTLD extracelular que reconhece -1,3 glucana, presente na parede celular de fungos,
algumas bactérias e plantas (BROWN, 2011; PALMA et al., 2006). Dectina-1 ndo possui um
dominio CRD caracteristico, ligando-se 4 B-glucana de forma independente de Ca*> (SANCHO;
SOUZA, 2012).

O receptor é capaz de recrutar e ativar SyK, fosforilando ITAM, diretamente apds
ligacdo com [-1,3 glucanas. No entanto, a cauda citoplasmética de Dectina-1 possui apenas
uma tirosina dentro do motivo YxxL, sendo designada “hemITAM” (SANCHO; SOUZA,
2012). Além da via candnica Syk -PLCy2-CARD9/Bcl10/Maltl, o receptor pode ativar fatores
de transcricdo por meio de outras vias, como, por exemplo, a via da quinase Raf-1,
independentemente de SyK (HARDISON; BROWN, 2012).

B-glucanas soldveis possuem alta afinidade com Dectina-1, no entanto, agem como
antagonistas da ativacdo induzida por B-glucanas particuladas. A ativacdo do receptor requer
seu proprio agrupamento a partir da presenca de particulas de B-glucanas e a exclusdo das
tirosinas fosfatases CD45 e CD148 (BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014). Essas, por
sua vez, promovem a remog¢ao de fosfotirosinas inibidoras da via de ativacdo dependente de
SyK. Contudo, elas devem ser excluidas da “sinapse” de sinalizag¢do para que a fosforilagdo de
ITAM possa ocorrer (GOODRIDGE et al., 2011).

A inducdo das vias leva a producao de citocinas e quimiocinas, como IL-2, IL-12, TNF-
a, MIP-2, pré-IL-1B, IL-23, IL-6, IL-10 e GM-CSF, além de dacido araquiddnico e
prostaglandinas (BROWN, 2011). Tais citocinas ainda estimulam a ativacdo de linfécitos
TCD4*, TCD8* e linfécitos B, com consequente producdo de anticorpos (SANCHO; SOUZA,
2012). Ademais, Dectina-1 também induz a fagocitose, producdo ROS e ativacdo do
inflamassoma NLRP3, com posterior liberacdio de IL-1B ativa (PLATO; HARDISON;
BROWN, 2015).

Em seres humanos, uma mutagdo no gene Y238X acarreta deficiéncia na expressao do

receptor nas membranas celulares, o que ocasiona susceptibilidade do hospedeiro a candidiase
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vulvovaginal e mucocutanea (BROWN, 2011). Dessa forma, o papel fundamental de Dectina-
1 na resposta imune em face das infec¢des fungicas causadas por C. albicans, A. fumigatus,
Pneumocystis carinii, Trichophyton rubrum, entre outros, tem sido extensivamente estudado
(BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014; DAMBUZA; BROWN, 2015).

No contexto de infecc@o por P. brasiliensis, estudos demonstraram a importancia do
receptor na inducgdo tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa. Dectina-1 associado a
TLR-2 e TLR-4 em mondcitos e neutréfilos humanos induz a producdo de citocinas pré-
inflamatoérias e reguladoras para o controle da infec¢io (BONFIM et al., 2009). Ademais, o
reconhecimento de P. brasiliensis por Dectina-1 em neutréfilos (PMNs) humanos ativados
mostrou-se necessdrio para a liberacio de “redes extracelulares” (NETs- Neutrophil
extracellular traps) por essas células, retratando seu importante papel também na morte
extracelular do fungo (BACHIEGA et al, 2016). Em camundongos, o receptor induz ainda a
polarizacdo da resposta de macréfagos M1 e a expansdo de células CD8+ IL-17+ na PCM. A
sua auséncia possibilita um aumento de células T reguladoras no sitio de infeccdo,

proporcionando uma maior vulnerabilidade dos animais (LOURES et al., 2014).

1.5.2 Receptor de Manose (MR)/CD206

E encontrado principalmente em macréfagos, mas também em células dendriticas
derivadas de mondcitos e algumas células nao imunes, como as epiteliais. Contém 8 CRDs que
se ligam a manose, fucose e N-acetilglucosamina, reconhecendo, dessa forma, muitos micro-
organismos € moléculas proprias (KERRIGAN; BROWN, 2009).

Estudos relacionados a resposta imune a fungos mostraram que MR estad envolvido na
fagocitose de Pneumocystis sp. por macréfagos alveolares (ZHANG et al., 2005), atestando sua
importancia nesse mecanismo efetor. No entanto, isso s acontece quando o receptor € expresso
em células fagociticas. Desse modo, MR ndo parece ser o principal responsdvel pela fagocitose
em células dendriticas e macréfagos, mas facilita o processo em colaboracdo com outros
receptores, como DC-SIGN (SANCHO; SOUZA, 2012).

LOURES e colaboradores (2015) evidenciaram a impotancia desse receptor na inducao
da proliferacdo de linfécitos Th17/Tc17, agindo sinergicamente com TLR-4 e Dectina-1 no

contexto da infeccdo por P. brasiliensis.
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1.5.3 DC-SIGN

Expresso principalmente em células dendriticas, seu CRD unico tem um motivo EPN
altamente conservado, que se liga a manose e fucose (GEIJTENBEEK et al., 2009), sendo
relevante seu papel no reconhecimento de inimeros micro-organismos, alérgenos e moléculas
proprias (SANCHO; SOUZA, 2012). Possui papel importante na endocitose e fagocitose,
induzindo a apresentacdo antigénica pela célula (ENGERING et al., 2002). Contudo, ndo ativa
NF-«B de forma isolada, sendo necessario estar associado a outro receptor, TLRs, para induzir
a producao de citocinas, como a IL-10 (GRINGHUIS et al., 2007).

DC-SIGN pode ainda ser importante na resposta imune a P. brasiliensis, uma vez que
vesiculas extracelulares liberadas pelo micro-organismo transportam polissacarideos em sua

superficie e expdem ligantes para o receptor (DA SILVA et al., 2015).

1.5.4 Dectina-2

E uma proteina transmembrana do tipo II com um dominio CLTD e uma cauda
citoplasmatica curta (BARRETO-BERGTER; FIGUEIREDO, 2014). Sua presenca foi
detectada primeiramente em células de Langerhans, sendo encontrada posteriormente em
macrofagos, neutréfilos, variedades de células dendriticas, incluindo as plasmocitdides,
mondcitos e linfécitos. Como outros membros de sua familia, sua cauda citoplasmética se
associa com a cadeia adaptadora FcRy, que contém motivos ITAM, para a transdugdo do sinal
(KERSCHER; WILLMENT; BROWN, 2013).

O receptor contém o motivo EPN no seu dominio CRD extracelular, que se liga a
manose, glucose/N-acetilglucosamina e fucose de forma dependente de Ca*2. Dectina-2 se liga
a manoses de alto peso molecular, especialmente o—mananas, encontradas em diferentes
espécies, como bactérias, fungos (incluindo P. brasiliensis), helmintos, artrépodes e mamiferos
(McGREAL et al., 2006). Dessa maneira, o receptor ja foi estudado no reconhecimento de
Candida spp., Saccharomyces cerevisiae, C. neoformans, T. rubrum, Malassezia spp., A.
Sfumigatus, Mycobacterium spp., Streptococcus pneumoniae, Schistosoma mansoni, espécies de
acaros domiciliares e, até mesmo do virus Ebola, cujo envelope viral contém polissacarideos
de manose de alto peso molecular (YABE; SAIJO, 2016).

Ap6s reconhecimento do ligante, a sinalizacdo intracelular se déd via recrutamento de
Syk, PKC9 e ativacao do complexo CARD9-Bcl10-Maltl, com consequente ativacdo do fator
de transcricao NF-kB e producio de citocinas TNF-a, IL-2, IL-10, IL-23, pré-IL-1p, IL-6 e IL-
12 (YABE; SAIJO, 2016). A sinalizacdo por meio de Dectina-2 pode envolver também a

fosfolipase Cy2 e proteinas quinases MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), com ativagao
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seletiva da subunidade c-Rel de NF-kB, via Malt1, induzindo a producao de IL-23 e pr6-1L-1p,
como exemplificado na Figura 6. A ligacio com o PAMP induz ainda a producdo de ROS e
ativacdo do inflamassoma NLRP3 para a secrecdo de IL-1p ativa (KERSCHER; WILLMENT;
BROWN, 2013).

Posto isso, Dectina-2 esté relacionada com a indugdo de respostas do tipo Thl e Th17,
promovendo protecdo contra diversos micro-organismos, principalmente fungos (PLATO;
HARDISON; BROWN, 2015; SANCHO; SOUZA, 2012). Ademais, o receptor também ¢&
reconhecido por induzir a producdo de eicosanoides, leucotrienos e citocinas relacionadas a um
perfil Th2 de resposta, importante em processos alérgicos e nas infec¢des por 4caros e
helmintos, o que sugere possuir ampla variedade de fun¢des (KERSCHER; WILLMENT;
BROWN, 2013).
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Figura 6. Representacio esquematica das vias de sinalizacio de Dectina-2 com a cadeia adaptadora FcRy
(SANCHO; SOUZA, 2012).

Estudos recentes revelaram que Dectina-2, juntamente com Dectina-3, possui um papel
no reconhecimento de P. brasiliensis em células plasmocitdides humanas, confirmando a
importancia de CLRs dependentes de SyK na indugdo de resposta protetora contra o fungo
(PREITE et al., 2018). De modo interessante, em alguns casos, 0 engajamento simultaneo de
Dectina-2 com outros PRRs demonstra ser necessario para a indugdo de resposta imunolégica.
Nesse sentido, o receptor pode formar um heterodimero com Dectina-3 para o reconhecimento
de o-mananas em hifas de C. albicans, levando a uma ampliacdo da resposta protetora no

hospedeiro (ZHU et al., 2013).
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1.5.5 Dectina-3 e Mincle (Macrophage inducible C-type lectin),

Também conhecida como CLECSF8, CLEC4D e MCL, Dectina-3 pertence a familia de
CLRs de Dectina-2, possuindo um unico dominio CTLD, uma regido transmembrana e uma
cauda citoplasmética curta, sem o dominio de ITAM (KERSCHER et al., 2016). Sua presenca
foi primeiramente identificada em macréfagos humanos e murinos, sendo posteriormente
descrita em neutréfilos, mondcitos e células dendriticas (KERSCHER; WILLMENT; BROWN,
2013). No entanto, pouco se conhecia sobre seus ligantes e vias de sinaliza¢do, uma vez que o
receptor ndo compartilha os motivos EPN de sua familia, responsdveis pela ligacdo aos
carboidratos (SANCHO; SOUZA, 2012).

Estudos pioneiros, a principio, ndo obtiveram &xito na identificacio da cadeia
adaptadora associada ao receptor — responsdvel por ativar as vias de sinalizagdo —, devido a
falta de residuos de aminodcidos positivamente carregados dentro ou proximo de seu dominio
transmembrana (GRAHAM et al., 2012). Posteriormente, o glicolipidio da parede celular de
Mycobacterium tuberculosis —TDM (Trehalose-6,6’-dimycolate) — foi identificado como
sendo um ligante de Dectina-3; e a via de sinaliza¢do intracelular desencadeada a partir de sua
ligacdo foi finalmente associada a FcRy. Porém, ainda ndo esta esclarecida a maneira pela qual
ocorre essa associacdo (MIYAKE et al., 2013).

A partir da ligacdo com o PAMP, a via de sinalizacdo € similar a da Dectina-2, por meio
da ativacdo de SyK e do complexo CARD9-Bcl10-Maltl (GRAHAM et al., 2012; WILSON et
al., 2015), como demonstrado na Figura 7. Sua ativagcao pode induzir a fagocitose, producao de
ROS e citocinas pro-inflamatérias (KERSCHER; WILLMENT; BROWN, 2013). Entretanto,
ainda que Dectina-3 pareca desempenhar um papel importante na indu¢do de resposta imune
por si s, ela apresenta a capacidade de regular a expressdo de outros PRRs, como o Mincle, e
de formar heterodimeros que amplificam ainda mais essa resposta (MIYAKE; OH-HORA;
YAMASAKI, 2015; ZHU et al., 2013).
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Figura 7. Representaciio esquematica da via de sinalizacdo de Dectina-3 com a cadeia adaptadora FcRy, a
partir de sua ligacio com TDM (adaptado de RICHARDSON; WILLIAMS, 2014).

Mincle, por sua vez, reconhece células danificadas e € pouco expresso em macréfagos
e neutrdfilos ndo expostos a citocinas pré-inflamatérias ou a agonistas de TLRs. E, para se
associar a cadeia FcRy e induzir uma cascata de sinalizacdo intracelular via SyK, o receptor
possui um residuo de arginina na sua porcdo transmembrana (YAMASAKI et al., 2008).
Quando macréfagos sdo estimulados com TDM, a ativagdo de Mincle leva a indugao de NF-
kB, via CARD?Y, e resulta na produ¢do de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias, como
CXCL2, CXCL1, TNF-q, e IL-6, assim como na producio de NO (Oxido Nitrico) ISHIKAWA
et al., 2009). Em conformidade, o receptor € necessdrio para a geracdo de uma resposta imune
do tipo Th1/Th17 em vacinas que contém um andlogo sintético de TDM (Trehalose dibehenate)
como adjuvante (SCHOENEN et al., 2010).

Dectina-3 € vinculado ao Mincle, regulando sua expressao e sinalizacdo em modelos de
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (MIYAKE; OH-HORA; YAMASAKI, 2015;
WILSON et al., 2015). Além disso, a presenga de Dectina-3 também se mostrou relevante na
inducdo da resposta imune diante de infec¢des por Klebsiella pneumonia e Mycobacterium
bovis, sendo sua expressao estreitamente correlacionada a expressdo de Mincle (KERSCHER
et al., 2016; STEICHEN et al., 2013).

Dectina-3 ainda pode formar heterodimeros com Dectina-2 e Mincle para indugdo de
resposta imune diante de infecgdes fungicas e bacterianas. Heterodimeros de Dectina-3 e
Mincle tem a capacidade de se ligar a TDM, como demonstrado na Figura 8, de forma que
Mincle reconhece a porg¢ao glicidica da molécula e Dectina-3, sua cauda lipidica. Dessa forma,
Mincle atua como uma ponte entre Dectina-3 e a molécula adaptadora FcRy para a transdugao

de sinal (RICHARDSON; WILLIAMS, 2014).
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Em modelos de infeccdo por fungos, ZHU e colaboradores (2013) constataram que
heterodimeros de Dectina-2 e 3 se ligam a a-mananas, encontradas em hifas de C. albicans, de
forma mais eficaz, induzindo uma resposta inflamdatoria potencializada em comparagdo com as

respostas induzidas pelos receptores de forma individual.

S S —— nucleus
/ dgb transcripﬁun\

(

Figura 8. Representacio esquematica da via de sinalizacao do heterodimero de Dectina-3 e Mincle com a
cadeia adaptadora FcRy a partir de sua ligacdo com a molécula TDM (adaptado de RICHARDSON;
WILLIAMS, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

“Mesmo sem querer fala em verso,
Quem fala a partir da emo¢do”
(Joao Cabral de Melo Neto)

Infecgdes por fungos tém crescido significativamente nas dltimas décadas devido a
varios fatores, que englobam desde mudancas ambientais e sociais, ao surgimento de doencgas
que comprometem o devido funcionamento do sistema imune, como a AIDS (Acquired
immunodeficiency syndrome). Ademais, avancos na medicina que gerariam intervengdes
médicas invasivas, hospitalizacdes prolongadas e tratamentos que induzem uma
imunossupressao, como em transplantes e quimioterapias, também colaboram para o aumento
da incidéncia de tais infec¢cdes. Em contrapartida, apesar de haver notdvel avanco dessas
doencas, o diagnéstico e o tratamento das micoses ainda sdo complexos, pois exigem
treinamento apropriado de profissionais da saide, além de persisténcia dos pacientes para
perseverar com tratamentos que se estendem por longos periodos e que contam com efeitos
colaterais nocivos (BROWN et al., 2012).

Diferentemente de muitas micoses sist€émicas, a PCM é uma doenga que acomente
individuos imunocompetentes, podendo causar complicacdes e sequelas graves. Apesar disso,
a notificacdo de casos no Brasil ndo € obrigatéria e a doencga segue negligenciada. Apds 100
anos do seu descobrimento, ainda € necessario implementar um programa efetivo de prevengao,
diagnéstico e tratamento no pais (MARTINEZ, 2010).

O avango ocorrido nas ultimas décadas relacionado a doenga se deveu, principalmente,
aos estudos relativos a resposta imune dos hospedeiros infectados. Como ja visto, trata-se de
uma resposta extremamente complexa devido, entre outros fatores, a eficientes mecanismos de
escape do fungo. Como ja é sabido, uma resposta celular do tipo Thl, associada a Thl7, é
necessdria para conter o micro-organismo (DE CASTRO et al., 2013). No entanto, a maneira
pela qual essa resposta imune € induzida nos diferentes hospedeiros ainda € motivo de
investigagcdo. Sabe-se que uma resposta imune inata eficaz € fundamental para que isso ocorra
e, nesse sentido, diferentes estudos j& foram realizados, ressaltando a importancia do
reconhecimento fiingico pelas células no contexto da infeccao (CALICH et al., 2008).

PRRs sdo alvos de estudos basilares para se entender a interagao patégeno-hospedeiro,
por se tratar de moléculas que reconhecem padrdes moleculares conservados dos micro-
organismos, geram respostas inatas efetoras e induzem respostas adaptativas especificas. Em

relacdo aos fungos, CLRs sdo vitais para tal reconhecimento, pois se ligam a carboidratos
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especificos de suas paredes celulares. Dentre esses receptores, Dectina-1 € um dos mais
estudados, sendo importante por reconhecer diversos fungos, dentre eles, P. brasiliensis
(LOURES et al., 2014; BROWN, 2011).

Outras CLRs sdo extensivamente estudadas na ativacdo da resposta imune e ja foi
demonstrado que Dectina-2 e Dectina-3 sdao importantes para a protecao contra varios micro-
organismos, especialmente fungos. Recentemente, um estudo comprovou a relevancia desses
receptores no reconhecimento de P. brasiliensis por células plasmocitéides humanas (PREITE
et al., 2018). No entanto, ainda ndo estdo descritas na literatura suas fun¢des relacionadas aos
modelos experimentais de infeccdo convencionais, como, por exemplo, BMDCs, BMDMs e
camundongos. Tal caracterizacdo € de suma importancia para posterior aplicacdo em
abordagens preventivas e de tratamento para uma doenga que, apesar de negligenciada, €

sabidamente uma séria questao social.
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3 OBJETIVOS

“Quem tem um ‘porqué’ pode suportar quase qualquer ‘como’.”
(Friedrich Nietzsche)

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel dos receptores CLRs Dectina-2 e Dectina-3 in vitro e in vivo na infec¢ao

por P. brasiliensis no modelo experimental murino

3.2 Objetivos especificos

a-) Analisar o perfil da resposta imune inata, por meio:
v' da cinética de produgdo de citocinas produzidas por células dendriticas e macréfagos
infectados por P. brasiliensis na auséncia dos receptores;
v da avalia¢do da importincia dos receptores para a ativa¢do de macr6fagos infectados
pelo fungo, mediante anélises de recuperacdo de fungos vidveis (contagem de unidades

formadoras de coldnias — UFC), producao de NO, fagocitose e intera¢ao fungo/célula;

b-) Verificar a possibilidade de indu¢@o de resposta sinérgica entre os receptores Dectina-1 e
Dectina-2, Dectina-3 e Mincle, por meio:
v' da andlise da produ¢do de citocinas por células dendriticas infectadas, na auséncia

desses receptores de forma combinada;

c-) Determinar a relevancia dos receptores na ativac¢ao da resposta imune adaptativa, por meio:

v' da anilise de citocinas produzidas na cocultura de linf6citos e células dendriticas
infectadas com o fungo, na auséncia de Dectina-2 e Dectina-3;

v' da andlise da expressdo de CD80 e CD86 por células dendriticas infectadas na auséncia

dos receptores;

d-) Averiguar a importancia de Dectina-2 para a inducdo de resposta imune protetora em
camundongos, por meio:

v’ de andlises histopatoldgicas no pulméo de camundongos deficientes infectados;
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v' da recuperagdo de fungos vidveis (por meio da contagem de UFC nos pulmdes) e
producdo de citocinas em pulmoes e figados dos animais infectados;
v da observagdo da curva de sobrevivéncia dos camundongos deficientes infectados por

P. brasiliensis.
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4 MATERIAL E METODOS

“E uma grande escola de humildade dever fazer continuamente coisas que nos custam muita
fadiga e que saem imperfeitas.”

(Edith Stein)

4.1 Analises in vitro

4.1.1 Obtencao de leveduras de P. brasiliensis.

O isolado virulento da cepa 18 (Pb18) de P. brasiliensis (KASHINO et al., 1990) foi
cultivado em meio semi-s6lido de BHI (Brain Heart Infusion)-dgar com gentamicina (100
pg/mL) e suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB — Gibco BRL, Life Technologies,
Inc.) e 5% de solugao de glicose a 30%, por 7 dias a temperatura média de 37°C. As leveduras
foram entdo mantidas por repiques semanais para a infec¢do de células e camundongos.

Para a infec¢cdo das células ou animais, as leveduras foram transferidas para um tubo
Falcon de 15ml contendo pérolas de vidro em meio RPMI-1640 (7ml) e vortexadas trés vezes,
por 10 segundos. Apds 5 minutos de repouso, 1ml da suspensdo (da porcdo superficial) foi
transferido para eppendorf e passado sucessivamente através de agulha (U-100) para se desfazer
possiveis grumos formados pelo fungo. Apds tal procedimento, as leveduras foram contadas

em Camara de Neubauer para ajustes de concentragao.

4.1.2 Obtencao de células dendriticas e macrofagos derivados de medula dssea e
infeccao por P. brasiliensis.

Células de medula 6ssea foram obtidas por meio de lavagem de fémur e tibia de
camundongos isogénicos C57BL/6 selvagens ou deficientes de Dectina-2 ou Dectina-3, com
meio RPMI-1640 para a obtencdo de BMDCs (Células dendriticas derivadas de medula ossea)
e BMDMs (Macrdfagos derivados de medula ossea) segundo protocolo previamente descrito
(LUTZ et al., 1999), com modificacdes. Em resumo, apdés a lavagem dos ossos dos
camundongos, as células foram filtradas em cell strainer de 40 um e centrifugadas (300 x g por
5 minutos) para posterior lise dos eritrécitos com uma solucdo tampao (0.16 M NH4Cl e 0.17
M Tris-HCI, pH 7.5). Ap6s nova lavagem com meio RPMI-1640, o nimero total de células foi
contado em Camara de Neubauer para ajustes de concentracio. Um total de 2 x 10° células

foram ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640 — com HEPES (25 mM), gentamicina (50
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mg/L), bicarbonato de sédio (2 g/L), 10% de SFB, B-mercaptoetanol (20 ng/mL) e GM-CSF
(20 ng/mL) — por placa de Petri, e cultivadas por 8 dias, em estufa a 37°C e 5% de CO..

No terceiro dia de cultivo foram adicionados 10 mL do mesmo meio (RPMI-1640 com
HEPES (25 mM), gentamicina (50 mg/L), bicarbonato de sédio (2 g/L), 10% de SFB, B-
mercaptoetanol (20 ng/mL) e GM-CSF (20 ng/mL)) em cada placa de cultivo. J4 no sexto dia
da diferenciacdo, um total de 10 mL de suspensdo de células de cada placa foi transferido para
um tubo Falcon de 50 mL e centrifugado (por 5 minutos a 300 x g) para que o precipitado
celular fosse ressuspendido em meio novo e recolocado na placa de cultura original.
Posteriormente, no oitavo dia da diferenciacdo, BMDCs e BMDMs foram separadas para
experimentos. As células que ndo se apresentavam aderidas, ou se apresentavam fracamente
aderidas na placa de Petri, foram consideradas células dendriticas e as aderidas, macréfagos.

BMDCs foram coletadas por meio de suscessivas lavagens das placas com meio RPMI-
1640, transferidas em tubos Falcon de 50 mL e centrifugadas (por 5 minutos a 300 x g) para
posterior contagem em Camara de Neubauer. Um total de 2,5 x 10° células por poco, em um
volume de 500 pl de meio (RPMI-1640 + 10% de SFB), foram cultivadas em placas de 48
pocos (KASVI) e infectadas por P. brasiliensis na propor¢do 2 BMDCs para 1 fungo (MOI
2:1). Tal infecg@o foi utilizada para todos os ensaios envolvendo células dendriticas.

Para que BMDMs fossem desaderidos das placas, foram acrescentados 3 mL do
reagente TrypLE (Life Technologies) por placa de Petri. As placas foram entdo acondicionadas
em estufa a 37°C por 20 minutos para posterior lavagem e transferéncia em tubos Falcon de 50
mL. Ap6s centrifugacdo (5 minutos a 300 x g), as células foram ressuspendidas e contadas para
posterior infeccao por P. brasiliensis na mesma propor¢cdo que as células dendriticas (2:1) —
para os ensaios da cinética de produgdo de citocinas e acidificacdo de fagolisossomos — e na
propor¢ao 1:1 para ensaios de fagocitose/interacao, UFC e produgao de NO.

Para a andlise da cinética de produgdo de citocinas, apds 6 horas e 24 horas de infecg¢ao,
os sobrenadantes de cultura foram coletados para posterior dosagem de TNF-a, IL-6, IL-10, IL-
1B, IL-23, IL-27, IL-5, IL-4, IL-12p70 e quimiocina (CCL2) por meio de ensaios
imunoenzimaticos, descritos posteriormente.

Ademais, BMDCs foram ainda previamente tratadas com diferentes estimulos (de
acordo com protocolo dos fabricantes) — R406 (bloqueador de SyK), PAM3 (agonista de
TLR2), Zymosan depletado (agonista de Dectina-1) e Pepinh-MyD88 (bloqueador de MyD88)
— e posteriormente infectadas (MOI 2:1) pelo fungo. Ap6s 24 horas de infec¢do, sobrenadantes
de cultura foram coletados para dosagem de TNF-a, para se verificar a relevancia de diferentes

PRRs na infeccao por P. brasiliensis.
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4.1.3 Anadlise in vitro de inducao de resposta complementar entre os receptores Dectina-
1 e Dectina-2, Dectina-3 e Mincle
BMDCs selvagens ou deficientes de Dectina-1, Dectina-2 e Dectina-3 foram obtidas
como descrito anteriormente no item 4.1.2 e cultivadas em placas de 48 pocos (KASVI). No
entanto, antes da infec¢do por P. brasiliensis, essas células foram previamente tratadas com
anticorpos anti-Dectina-1, anti Dectina-2 ou anti-Mincle (10ug/mL), segundo protocolo dos
fabricantes. Apds 24 horas de infeccdo, os sobrenadantes das culturas foram coletados para a

quantificagdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-1p por ensaios imunoenzimaticos.

4.1.4 Obtencao de linfécitos T e co-cultura com BMDCs

Camundongos isogénicos C57BL/6 selvagens foram eutanasiados por inalagdo de CO»
e seus bacos coletados para obtencao de leucdcitos, predominantemente linfocitos T. Os bagos
foram macerados com o auxilio de Embolo de seringa e suspensdes celulares foram passadas
através de cell strainer de 70 um em meio RPMI-1640 para posterior lavagem em centrifuga
(300 x g por 5 minutos). O sedimento celular foi ressuspendido em tampao de lise de eritrécitos
(0.16 M NH4Cl e 0.17 M Tris-HCI, pH 7.5) e novamente lavado (300 x g por 5 minutos) até
que ndo houvesse mais indicio de hemdcias no sedimento. Apds ressuspensdo em um volume
de 6 mL por baco, os esplendcitos totais foram transferidos para Placa de Petri e acondicionados
em estufa a 37°C e 5% de CO» por duas horas.

As células que nao aderiram na placa foram consideradas linfocitos T (uma vez que
linfécitos B e macréfagos aderem fortemente a placa) e transferidas para tubo Falcon de 50 mL
para posterior lavagem (300 x g por 5 minutos). O sobrenadante entdo foi descartado e as células
foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado (1% de aminodcidos ndo essenciais;
1% de piruvato de s6dio a 100 mM; 10% de SFB; 2 mM de L-glutamina; S0uM de 2f3-
mercaptoetanol; 50 mg/L. de gentamicina) para contagem em camara de Neubauer.

Para a co-cultura, BMDCs (2,5 x 105/p0g0) foram previamente infectadas por P.
brasiliensis (MOI 2:1), como previamente descrito, em placas de 48 pogos. Apds 6 horas de
infecgdo, linfécitos T foram adicionados a cultura, na propor¢ao de 8 linfocitos: 1 BMDC, em
500 ul de meio suplementado por poco. Sobrenadantes foram coletados apds 5 dias de co-
cultura para deteccdo das citocinas IFN-y, IL-17A e IL-13, por meio de ensaios

imunoenzimaticos, descritos posteriormente.
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4.1.5 Analise da maturacdo de BMDCs deficientes de Dectina-2 e 3 diante da infeccio
por P. brasiliensis.

A determinagdo da ativagao de BMDC:s foi realizada pela quantificacdo das moléculas
co-estimulatérias CD80 e CD86 apés infeccdo por P. brasiliensis. Células dendriticas (2 x 10°)
foram cultivadas em Placas de Petri, em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e infectadas pelo
fungo (MOI 2:1), como descrito anteriormente. Apds 24 horas de infec¢do, as células foram
lavadas com tampao PBS (300 x g, 5 minutos, 4°C) para posterior contagem em Camara de
Neubauer. Um total de 3 x 10° células foram transferidas para eppendorfs em volume de 100
ul de PBS + 2% de SFB para marcag¢do com os respectivos anticorpos, na auséncia de luz.

A marcacdo foi realizada com os anticorpos anti-CD11c (APC, eBioscience), isotipo
controle IgGl (APC, Ebioscience), anti-CD80 (FITC, eBioscience) e anti-CD86 (FITC,
eBioscience), de acordo com a distribui¢ao dos grupos experimentais e instrucdes do fabricante.
Apos novas lavagens com PBS contendo 2% de SFB, as células foram mantidas em gelo e
ressuspendidas para andlise em citometro de fluxo. Para a estratégia de selecdao de células
positivas foram selecionadas populacdes de células de acordo com tamanho e granulosidade
para o tipo celular (BMDC) (SSC-A vs. FSC-A), excluidos os doublets (grumos de células)

(FSC-A vs. FSC-W) e selecionadas células positivas para o marcador de identificacado CD11c".

4.1.6 Determinacao da atividade fungicida de macréfagos.

Para a determinac@o de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), BMDMs (2,5 x
10°/pogo) foram infectadas por P. brasilienses na proporcdo 1 macréfago:1 fungo em placas de
48 pocos, em um volume de 500 uLL de RPMI-1640 com 10% de SFB e cultivadas em estufa a
37°C e 5% de CO», por 24 horas e 48 horas. Sobrenadantes de cultura foram coletados para
dosagem de NO.

Ap6s 24 horas de infecgdo, os pocos foram lavados trés vezes com meio RPMI-1640
para a retirada dos fungos nao fagocitados e as placas que seriam analisadas apds 48 horas de
infeccdo, foram acondicionadas novamente em estufa a 37°C e 5% de CO». Para cada tempo
determinado, apds a lavagem, uma solucao aquosa de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS a 0,05%)
foi adicionada aos pocos para a lise das células. A suspensao obtida foi entdo diluida (1:10) em
meio RPMI-1640 e plaqueada em meio BHI-dgar suplementado com 5% de SFB e 5% de
glicose a 30% para incubagdo em estufa a 37°C por 8 dias. A avaliag¢do da atividade fungicida

dos macroéfagos foi determinada por meio da contagem de fungos vidveis recuperados.
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4.1.7 Determinacio do indice de fagocitose/interaciao de P. brasiliensis com BMDMs.

BMDMs (5 x 10%pogo) foram infectados por P. brasilienses na propor¢io 2
macréfagos:1 fungo em placas de 96 pocos, em um volume de 100 pl de meio RPMI-1640 com
10% de SFB e cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO». Ap6s 24 horas de infecdo, os pocos
foram gentilmente lavados com o meio de cultura e corados com o kit pandtico rapido (LB
laborclin ref. 620529) para posterior contagem de leveduras aderidas a membrana celular
(interagdo) ou internalizadas (fagocitose). A porcentagem de macréfagos que interagiram com
o fungo, assim como o indice de fagocitose/interacao, foram calculados.

Para o célculo da porcentagem de células ativadas foi realizada uma contagem aleatdria
de 100 BMDMs por pogo. Dentre as 100 células, aquelas que haviam fagocitado o fungo foram
consideradas ativadas. E, para a determinacdo do indice, foi utilizada a seguinte férmula

(LEONHARDT, 2014):

Indice de fagocitose/interacao = média de fungos internalizados ou em interagdo com as

células/ média de macréfagos ativados

A média foi considerada devido ao fato dos experimentos terem sido conduzidos em triplicata.

4.1.8 Avaliacdo da producao de NO por BMDMs infectados.

Os sobrenadantes da cultura de BMDMs infectados por P. basiliensis foram coletados
em 24 e 48 horas apds infecc¢ao para a determinagdo indireta de NO, por meio da quantificagdao
de nitrito (NO?), segundo o protocolo de Green e colaboradores (1981), formando a reacio
colorimétrica de Griess. Em resumo, as amostras dos sobrenadantes de cultura foram colocadas
em placas de 96 pogos e uma curva de dilui¢do seriada de nitrito de sédio (NaNO) foi realizada
em paralelo para andlise de suas concentracdes. Em seguida, foi adicionada a solugdo de Griess
em todos os pocos, formando um composto de coloracio rdsea, quantificado por
espectrofotometro (520-550 nm). As concentragdes das amostras foram determinadas de acordo

com a densidade 6ptica (DO) da curva padrao.

4.1.9 Avaliacao da producio de citocinas e quimiocina por ensaio imunoenzimatico
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - ELISA).
As dosagens das citocinas TNF-a, IL-6, 1L-10, IL-1p, IL-23, IL-27, IL-5, IL-4, IL-
12p70, IFN-y, IL-17A, IL-13, TGF-f e quimiocina CCL2 foram realizadas por meio da técnica
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ELISA tipo sandwich, segundo protocolos recomendados pelos fabricantes (IFN-y, BD
Biosciences, EUA; as demais, eBiosciences, San Diego, EUA). Resumidamente, placas de
poliestireno de alta afinidade de 96 pogos foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos
de captura durante a noite, a temperatura de 4°C. Ap6s 3 lavagens das placas com PBS contendo
0,05% de Tween 20, foi realizado um bloqueio de sitios de ligacao inespecifica com as soluc¢des
de cada fabricante por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, os sobrenadantes
de cultura ou macerados de tecidos foram adicionados e, paralelamente, curvas padrdes das
respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas, em dilui¢des duplas seriadas,
para andlise das concentracdes. As amostras para a dosagem de TNF-a foram diluidas (5:1)
antes de serem adicionadas a placa.

As placas foram entdo deixadas a temperatura de 4°C durante a noite e, no terceiro dia,
foram novamente lavadas 3 vezes. De acordo com cada fabricante, as placas foram incubadas
com os respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados por 1 hora, a temperatura ambiente e,
apos novas lavagens, adicionou-se o conjugado estreptavidina-peroxidase. Apds 30 minutos de
incubacdo com a enzima, a temperatura ambiente e abrigadas da luz, as placas foram novamente
lavadas. Ao final do dltimo ciclo de lavagens, adicionou-se as placas o substrato enzimatico
TMB (tetrametilbenzidina) para a revelacdo da reacdo. A densidade Ooptica (OD) foi
determinada em espectrofotometro a 450 nm e as concentracoes das amostras foram

determinadas de acordo com a DO da curva padréo.

4.2 Analises in vivo

4.2.1 Infeccao de camundongos.

Para todos os ensaios in vivo, foram utilizados camundongos isogénicos machos, com 8
a 12 semanas de idade, da linhagem C57BL/6 selvagens (WT) e geneticamente deficientes (")
dos receptores Dectina-2 ou Dectina-3. Os animais deficientes foram gentilmente doados pelo
professor doutor Bruce Klein, da Universidade de Wisconsin, em Madison, nos Estados Unidos.
Todos os camundongos foram criados no biotério do Instituto de Biologia — UnB, mantidos em
condi¢des padrdes de temperatura e luz, com dgua e alimentacdo “ad libitum” conforme projeto
aprovado pela comissdo de Etica Animal (CEUA) da UnB (N° 55924/2016).

Para anélise da curva de sobrevivéncia, seis animais por grupo (como indicado na tabela

1) foram infectados, por via endovenosa, com 1,5x10° leveduras vidveis de Pb18 e matidos em
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biotério por 40 semanas. Os camundongos foram observados semanalmente para o registro dos
obitos.

Para anélises histopatoldgicas, carga flingica tecidual e secrecao de citocinas (TNF-a,
IL-6, IL-10, IFN-y, IL-17, TGF-B e IL-13) nos pulmdes e figados, foram utilizados seis animais
por grupo, conforme a tabela 2. Os camundongos foram infectados por via endovenosa com
1x10° leveduras vidveis de P. brasiliensis (Pb18) e, ap6s 30 e 60 dias de infec¢do, 3 animais de

cada grupo foram eutanasiados para realizacdo dos ensaios citados.

Tabela 1. Representacio dos grupos de animais infectados para analise de sobrevivéncia

GRUPOS ANIMAIS

Dectina-2 WT 6
Dectina-2 ") 6
Dectina-3 WT 6
Dectina-3 " 6

Tabela 2. Representacio dos grupos de animais infectados para analises histopatolégicas, producao de
citocinas e contagem de leveduras viaveis recuperadas.

GRUPOS ANIMAIS

Dectina-2 WT 6

Dectina-2 /) 6

Em cada tempo determinado, os camundongos foram eutanasiados por inalagdo de CO>
para a coleta asséptica de pulmdes e figados. Os 6rgaos foram pesados e parte do pulmao direito
foi coletado e armazenado em solugdo tampdo fixadora (PBS + 10% de formaldeido) para
posterior andlise histopatoldgica. O restante dos pulmdes e figados foram homogenizados em
1 mL de PBS estéril com auxilio de um homogenizador (Precellys 24 tissue homogenizer; EUA)
e, apos centrifugacdo (300 x g por 5 minutos, a 4°C) do macerado, 400 pl da amostra foi
armazenada em freezer a -80°C para posterior andlise das citocinas; e o restante, semeados em
placas de Petri contendo meio BHI-4gar suplementado com 5% de SFB e 5% de solucdo de
glicose a 30%. As placas foram mantidas em estufa por um periodo de 8 dias, a temperatura de
37°C, para posterior avaliagao da recuperacio de fungos vidveis e contagem de UFC. Os valores

contados foram expressos por grama de tecido.
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4.2.2 Analises histopatologicas.

Amostras de tecido pulmonar foram fixadas em tampao formalina (PBS + 10% de
formaldeido) para posterior desidratacao e diafaniza¢do em concentragdes crescentes de dlcool
e xilol. Apds esse procedimento, as amostras foram incluidas em parafina para a confec¢ao de
cortes em micrétomo. Os cortes foram depositados em 1aminas microscopias e incubados em
estufa para sua fixacdo. Em seguida, foram lavados em xilol para a retirada do excesso de
parafina, e hidratados com concentracdes decrescentes de dlcool, a fim de posteriormente serem
corados com hematoxilina e eosina (HE) para andlises histopatoldgicas. As técnicas descritas

foram realizadas no Laboratério de Patologia da Universidade de Brasilia.

4.3 Analise estatistica.

Os célculos estatisticos e a confec¢do dos graficos foram realizados com a utilizacdo do
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As comparacdes
entre os respectivos grupos controles e deficientes de cada receptor foram realizadas pelo teste
t de Student quando a distribuicdo das amostras era paramétrica e pelo teste de Mann—Whitney
em distribui¢cdes nao paramétricas. Os resultados foram considerados significativos para um

nivel de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

“Digo: o real ndo estd na saida nem na chegada: ele se dispde para a gente é no meio da travessia.”
(Guimaraes Rosa)

5.1 CLRs sao essenciais para o reconhecimento de P. brasiliensis por BMDCs

Para se confirmar inicialmente a relevancia de TLRs e CLRs no reconhecimento de P.
brasiliensis, BMDCs selvagens foram previamente tratadas com diferentes agonistas —
Zymosan depletado, PAM3 — e/ou bloqueadores de SyK ou MyD88 — R406, e Pepinh-MyD8S8,
respectivamente — e, posteriormente, infectadas pelo fungo. Apds 24 horas de infecgdo,
sobrenadantes de cultura foram coletados para dosagem de TNF-a (Fig. 9A).

As células tratadas com o agonista de Dectina-1 — Zymosan depletado — produziram
maior quantidade da citocina em comparacdo com aquelas previamente tratadas com o
bloqueador de SyK na presenca do agonista. Da mesma forma, BMDCs tratadas com PAM3 —
agonista de TLR2 — secretaram mais TNF-a em comparacao com aquelas previamente tratadas
com o inibidor de MyD88, na presenca do respectivo agonista (Fig. 9A).

Notavelmente, nao houve diferenca significativa na secre¢io de TNF-a por BMDCs
previamente tratadas com o inibidor de MyD88 e infectadas com P. brasiliensis e aquelas
somente infectadas pelo fungo, sem prévio estimulo. Em contraste, as células previamente
tratadas com o inibidor de SyK e infectadas, secretaram significativamente menor quantidade
da citocina em relacdo as ndo estimuladas e infectadas (Fig. 9A). As células previamente
tratadas com ambos os inibidores de SyK e MyD88 e infectadas posteriormente apresentaram
producdo de TNF-a semelhante aquelas tratadas apenas com o inibidor de SyK e infectadas
(Fig. 9A). Tais resultados sugerem que, quando hd infecc@o por P. brasiliensis, existe uma
maior relevancia de CLRs na inducao da secrecao de TNF-a em comparacao com os TLRs.

Apos tal inferéncia, fez-se necessdrio analisar qual receptor estaria envolvido nessa
resposta. Assim sendo, BMDCs deficientes de Dectina-1, Dectina-2 ou Dectina-3 — Knockouts,
como indicado na Figura 9B — foram infectadas pelo fungo e sobrenadantes de cultura foram
coletados, apds 24 horas de estimulo, para a dosagem de TNF-a. Células deficientes de Dectina-
1 e Dectina-2 secretaram uma quantidade menor da citocina, em compara¢do com as células
selvagens. Células dendriticas deficientes de Dectina-3, todavia, apresentaram uma maior

producdo de TNF-a em comparagdo com aquelas selvagens.
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Para validar a importancia de Dectina-2 na producao de TNF-oa por BMDCs infectadas
por P. brasiliensis, células selvagens e deficientes do receptor foram previamente tratadas com
R406 e Pepinh-MyD88 e infectadas pelo fungo. Ap6s 24 horas de infeccdo, sobrenadantes de
cultura foram coletados para a andlise da secre¢do da citocina (Fig. 9C). Em todos os grupos
testados, a producdo de TNF-a por células deficientes de Dectina-2 foi significativamente
menor do que a produgcdo daquelas selvagens, independente do tratamento prévio com
bloqueadores de MyD88 e SyK (Fig. 9C).

Portanto, pode-se afirmar que CLRs possuem um papel fundamental na producdo de
TNF-a por BMDCs infectadas por P. brasiliensis e, dentre elas, Dectina-1 (como previamente

descrito em LOURES et al., 2014) e Dectina-2 sdo essenciais ao desempenhar essa func¢ao.
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Figura 9. A secrecio de TNF-o por BMDCs infectadas por P.brasiliensis é dependente de Receptores de
Lectina do Tipo-C, especialmente Dectina-1 e Dectina-2.

(A) BMDCs de camundongos C57BL/6 selvagens (WT) foram previamente tratadas com bloqueadores de SyK
(R406) e/ou MyD88 (Pepinh-MyD88) e infectadas por P. brasiliensis (MOI 2:1). (B) BMDCs de camundongos
C57BL/6 selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-1, Dectina-2 ou Dectina-3 foram infectadas por P. brasiliensis
(MOI 2:1). (C) BMDCs de camundongos C57BL/6 selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 foram previamente
tratadas com bloqueadores de SyK (R406) e/ou MyD88 (Pepinh-MyD88) e infectadas por P. brasiliensis (MOI
2:1). Sobrenadantes de cultura foram coletados apds 24 horas de infec¢io para dosagem de TNF-a em todos os
ensaios. * p < 0,05 ** p <0,001. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes conduzidos em triplicata.
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5.2 Dectina-2 é necessaria para a sobrevivéncia de camundongos infectados por P.
brasiliensis.

Devido a relevancia atestada dos CLRs na secre¢ao de TNF-a — citocina importante para
a contencao do fungo —, camundongos C57BL/6 selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 e
Dectina-3 foram infectados, por via endovenosa, com 1,5.10° leveduras de P. brasiliensis
(Pb18), para averiguacdo de seus papéis na sobrevivéncia desses animais (Fig. 10).

Mais de 80% de camundongos selvagens e deficientes de Dectina-3 sobreviveram ao
longo de 40 semana apds a infec¢ao pelo fungo. O tnico 6bito registrado no grupo daqueles
deficientes de Dectina-3 foi verificado antes da vigésima semana apds a infec¢do, enquanto o
obito registrado no grupo dos selvagens foi observado apés a trigésima semana de infecao (Fig.
10).

Notadamente, apenas cerca de 20% dos camundongos deficientes de Dectina-2
sobreviveram apés as 40 semanas de observacdo, enquanto ndo houve 6bitos verificados no
grupo de seus respectivos controles (Fig. 10). Dessa forma, € possivel conjecturar o importante

papel de Dectina-2 na infecg¢ao por P. brasiliensis.
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Figura 10. Dectina-2 desempenha um importante papel para a sobrevivéncia de camundongos C57BL/6
infectados por P. brasiliensis.

Camundongos selvagens para Dectina-2”~ (WT) ou Dectina-37 (Dectina-3 WT) e deficientes de Dectina-2
(Dectina-27") e Dectina-3 (Dectina-3"") foram infectados por P. brasiliensis por via endovenosa (Pb18 - 1,5.10°
leveduras) e observados durante 40 semanas para a estimacio de sobreviventes. * p < 0,05.
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5.3 Dectina-2 — e nao Dectina-3 — € essencial para a inducao da secrecao de TNF-a, IL-

6, IL-10 e IL-1p por fagocitos murinos na infeccao por P. brasiliensis.

Para entender como Dectina-2 atua na resisténcia contra a infec¢ao por P. brasiliensis e
devido a constatac¢ao da influéncia dos receptores Dectina-2 e Dectina-3 na produ¢do de TNF-
a por BMDCs infectadas, foi verificada a cinética da producdo de citocinas secretadas por
BMDCs e BMDMs deficientes de cada receptor. Dessa forma, apds a infec¢ao das células pelo
fungo, sobrenadantes de cultura foram coletados depois de 6 e 24 horas de estimulo para a
dosagem das citocinas TNF-a, IL-6, 1L-10, IL-1B, IL-23, IL-27, IL-5, IL-4, IL-12p70 e
quimiocina CCL2 (Figuras 11 e 12).

BMDCs derivadas de camundongos deficientes de Dectina-2 apresentaram uma
diminui¢ao significativa na secre¢do de TNF-a e IL-6 em 6 e 24 horas apds a infeccao por P.
brasiliensis, enquanto IL-10 e IL-1p apresentaram sua menor concentra¢do em sobrenadantes
de cultura de 24 horas apds a infeccdo pelo fungo. Ndao houve diferenca na secrecdo da
quimiocina CCL2 por BMDC:s deficientes de Dectina-2 infectadas em nenhum tempo avaliado
(Fig. 11A).

De forma semelhante, BMDMs deficientes de Dectina-2 também apresentaram uma
secrecao significativamente reduzida de TNF-a e IL-6 em 24 horas e IL-6 em 6 horas apds a
infeccdo. Contudo, ndo foi detectada diferenca significativa na secrecdo de IL-10, IL-1p e CCL2
por essas células, nos tempos pré-determinados (Fig. 11B).

Em contraste, BMDCs de camundongos deficientes de Dectina-3 apresentaram uma
maior secrecio de TNF-a e IL-6 em 24 horas de infec¢do, em comparagdo com aquelas
selvagens (Fig. 12A). BMDMs deficientes do receptor ndo apresentaram diferencas
significativas na secrecdo de nenhuma citocina avaliada em 6 e 24 horas apds a infeccado (Fig.
12B).

Tais respostas sugerem que Dectina-2 desempenha um importante papel para a producao
de outras citocinas, além de TNF-a, por células dendriticas e macréfagos, enquanto Dectina-3
parece ndo ter a mesma fungdo nas mesmas condigoes.

A secregdo de IL-23, IL-27, IL-5, IL-4 e IL-12p70 por BMDCs e BMDMs selvagens e

deficientes de Dectina-2 ou Dectina-3 ndo foi detectada nos tempos estabelecidos.
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Figura 11. Cinética da secrecio de TNF-a, IL-6, IL-10 IL-1p e CCL2 por BMDCs e BMDMs deficientes de
Dectina-2 infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs (A) e BMDMs (B) de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 (Dectina-2-/-) foram
infectados por P. brasiliensis (MOI 2:1) e sobrenadantes de cultura foram coletados ap6s 6 e 24 horas de infeccio

para dosagem das citocinas e quimiocina indicadas. * p < 0,05. Os dados sdo expressos como média * desvio
padrdo de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata.
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Figura 12. Cinética da secrecio de TNF-a, IL-6, IL-10 IL-1p e CCL2 por BMDCs e BMDM:s deficientes de
Dectina-3 infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs (A) e BMDMs (B) de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-3") foram
infectados por P. brasiliensis (MOI 2:1) e sobrenadantes de cultura foram coletados ap6s 6 e 24 horas de infeccio

para dosagem das citocinas e quimiocina indicadas. * p < 0,05. Os dados sdo expressos como média * desvio
padrdo de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata.
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5.4 Interacido entre Dectina-1 e Dectina-2, Dectina-3 e Mincle para a secreciao de TNF-

a, IL-6, IL-10 e IL-1p por BMDCs infectadas por P. brasiliensis.

Devido a constatagdo na literatura de acdo sinérgica entre CLRs, tornou-se interessante
verificar a interacdo entre Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3 e Mincle na infec¢do por P.
brasiliensis. Para isso, BMDCs de camundongos selvagens foram tratadas com anticorpos anti-
Dectina-1, anti-Dectina-2 e/ou anti-Mincle, enquanto aquelas deficientes de Dectina-1 foram
tratadas com anticorpos anti-Dectina-2 ou anti-Mincle, anteriormente a infeccdo por P.
brasiliensis. Da mesma forma, as células deficientes de Dectina-2 foram tratadas com
anticorpos anti-Dectina-1 e/ou anti-Mincle, enquanto aquelas deficientes de Dectina-3, foram
tratadas com anti-Mincle, previamente a infec¢do pelo fungo, para dosagem das citocinas TNF-
a, IL-6, IL-10 e IL-1pB, apés 24 horas de interagao (Figuras 13 e 14).

Como jé observado, células dendriticas deficientes de Dectina-1 e Dectina-2 produziram
menor quantidade de TNF-a em comparacdo com aquelas selvagens. O mesmo pdde ser
verificado quando ambos os receptores estavam ausentes a0 mesmo tempo. Ademais, somente
o bloqueio de Mincle ndo foi capaz de alterar a secrecdo de TNF-a pelas células infectadas;
todavia, uma menor secrec¢do da citocina foi observada nas BMDCs deficientes de Dectina-2
apos tal bloqueio (Fig. 13A). Tal observacao indica a importancia de Dectina-1 e Dectina-2,
mas ndo de Mincle, para a produ¢cdo de TNF-a por BMDCs infectadas pelo fungo.

Dectina-2 se mostrou mais relevante na produgdo de IL-1p, uma vez que as células
deficientes do receptor — ou o seu bloqueio — apresentaram significativamente uma menor
secrecdo da citocina (Fig. 13B). Tal resposta nao foi percebida para Dectina-1 e Mincle
separadamente. No entanto, a secre¢ao de IL-10 se mostrou dependente de Dectina-1, Dectina-
2 e Mincle, uma vez que a auséncia de cada receptor, separadamente ou em conjunto,
influenciou negativamente a sua producdo (Fig. 13C). Ademais, tanto a auséncia como o
bloqueio de Dectina-2, e o bloqueio de Dectina-1, também resultaram em uma menor produgao
de IL-6 por células dendriticas, enquanto o bloqueio de Mincle ndo influenciou nessa resposta
(Fig. 13D).

Apesar de serem observadas influéncias de Dectina-1 e Dectina-2 na producdo de TNF-
a, IL-6 e IL-10 por BMDCs infectadas por P. brasiliensis, nao foi possivel detectar a interagao

desses receptores para tais respostas.
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Figura 13. Nao ha interacdo de Dectina-2 com Dectina-1 ou Mincle para a secreciao de TNF-a, IL-6, IL-10
e IL-1p por BMDC:s infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-1 (Dectina-17") ou Dectina-2 (Dectina-2")
foram previamente tratadas com anticorpos anti-Dectina-1, anti-Dectina-2 e/ou anti-Mincle, como indicado, e
posteriormente infectadas por P. brasiliensis (MOI 2:1). Sobrenadantes de cultura foram coletados apds 24 horas
de infecclo para dosagem das citocinas. * p < 0,05 em comparacido ao grupo WT ndo tratado; # p < 0,05 em
comparagdo ao respectivo WT. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes conduzidos em triplicata. A linha pontilhada corresponde a produgdo de citocinas de células ndo
estimuladas.
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Figura 14. Nao ha interacdo de Dectina-2 com Dectina-1 ou Mincle para a secreciao de TNF-a, IL-6, IL-10
e IL-1p por BMDC:s infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-1 (Dectina-17") ou Dectina-2 (Dectina-2")
foram previamente tratadas com anticorpos anti-Dectina-1, anti-Dectina-2 e/ou anti-Mincle, como indicado, e
posteriormente infectadas por P. brasiliensis (MOI 2:1). Sobrenadantes de cultura foram coletados apds 24 horas
de infeccdo para dosagem das citocinas. * p < 0,05 em comparac¢do ao grupo WT ndo tratado; # p < 0,05 em
comparagdo ao respectivo WT. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes conduzidos em triplicata. A linha pontilhada corresponde a producdo de citocinas de células ndo
estimuladas.
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Novamente, células dendriticas deficientes de Dectina-3 secretaram maiores
quantidades de TNF-a e IL-6 em comparacdo com o controle (Fig. 14A e 14D), enquanto a
secrecdo de IL-1P e IL-10 por essas células ndo foi alterada (Fig. 14B e 14C).

De maneira interessante, o bloqueio de Mincle foi capaz de alterar a producao de IL-6
nas cé€lulas deficientes de Dectina-3, diminuindo a producdo dessa citocina e igualando-a ao
controle (Fig. 14D). Entretanto, tal alteracio do padrdo de resposta para TNF-a ndo foi
observada (Fig. 14A).

A produgdo de IL-1B nao foi alterada pela auséncia de Dectina-3 ou Mincle (Fig. 14B).
Ja a producgdo de IL-10 se mostrou dependente de Mincle (Fig. 14C), uma vez que o bloqueio
desse receptor diminuiu significativamente sua producdo. Células deficientes de Dectina-3
apenas apresentaram uma dimuni¢do da citocina quando foram também tratadas com anti-
Mincle.

Dessa forma, pode-se afirmar que Dectina-3 nao possui um papel relevante na producao

de IL-1p e IL-10 e, ainda, ndo parece se associar ao Mincle na infeccdo por P. brasiliensis.
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Figura 15. Nao ha interacio de Dectina-3 com Mincle para a secre¢io de TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-1p por
BMDC:s infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-3-/-) foram previamente tratadas
com anticorpos anti-Mincle e posteriormente infectadas por P. brasiliensis (MOI 2:1). Sobrenadantes de cultura
foram coletados apds 24 horas de infecgdo para dosagem das citocinas. * p < 0,05. ** p < 0,01. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrido de dois experimentos independentes conduzidos em triplicata. A linha
pontilhada corresponde a producdo de citocinas de células nao estimuladas.
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Figura 16. Nao ha interacio de Dectina-3 com Mincle para a secrecio de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-1p por
BMDC:s infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-3-/-) foram previamente tratadas
com anticorpos anti-Mincle e posteriormente infectadas por P. brasiliensis (MOI 2:1). Sobrenadantes de cultura
foram coletados ap6s 24 horas de infec¢do para dosagem das citocinas. * p < 0,05. ** p < 0,01. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos independentes conduzidos em triplicata. A linha
pontilhada corresponde a producdo de citocinas de células nao estimuladas.
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5.5 Dectina-2 é necessaria para a atividade fagocitica e fungicida de macroéfagos
murinos na infeccao in vitro por P. brasiliensis.

Além da secrecdo de citocinas por fagdcitos infectados pelo fungo, foram avaliadas as
atividades fagocitica e fungicida de BMDMs de camundongos selvagens ou deficientes de
Dectina-2 e Dectina-3 (Figuras 15 a 20).

Primeiramente, essas células foram infectadas por P. brasiliensis (Pb 18) e, apds 24
horas de interacdo, foram fixadas e coradas como previamente descrito (LEONHARDT, 2014)
para a determinagdo da porcentagem de células que apresentaram capacidade fagocitica e a
estimativa de sua eficiéncia (Fig. 15 e 18).

Macréfagos  deficientes de  Dectina-2  apresentaram uma  porcentagem
significativamente mais baixa de células capazes de fagocitar o fungo, em comparagdo com as
selvagens (Fig. 15A). Da mesma forma, o indice de fagocitose/interacao desse grupo também
foi menor, indicando que o nimero de fungos fagocitados por célula € significativamente menor
nos macrofagos deficientes de Dectina-2 (Fig. 15B). BMDMs deficientes de Dectina-3, por sua
vez, ndo apresentaram diferenca significativa na porcentagem ou no indice de
fagocitose/interacao (Fig. 18A e 18B).

Diante do que foi observado para Dectina-2, fez-se necessdrio avaliar a atividade
fungicida dessas células. BMDMs foram infectadas por P. brasiliensis e, 24 e 48 horas apés a
infeccao, foram lisadas e seus produtos plaqueados em meio de cultura (como descrito no item
4.1.6 de materiais e métodos) para a detec¢do de leveduras vidveis recuperadas, por meio de
contagem de UFC (Fig. 16 e 19). Ademais, os sobrenadantes dessa cultura foram coletados para
a dosagem de NO (Fig. 17 e 20).

O ndmero de leveduras recuperadas de macréfagos derivados de camundongos
deficientes de Dectina-2 foi significativamente maior do que daqueles selvagens, tanto em 24
como em 48 horas apdés a infeccdo (Fig. 16). BMDMs deficientes de Dectina-3 nao
apresentaram diferenca na atividade fungicida em comparagcdo com aquelas selvagens, em 24
horas de infecc@o. No entanto, em 48 horas, essas células apresentaram significativamente um
menor nimero de UFC (Fig. 19).

Em geral, como demonstrado nas Figuras 17 e 20, houve uma baixa producao de NO
pelas células — selvagens e deficientes de Dectina-2 ou Dectina-3 — infectadas com P.
brasiliensis. Ainda assim, foi possivel detectar uma reducgdo significativa de sua secrecdo pelos
BMDMs deficientes de Dectina-2, tanto em 24, como em 48 horas de infeccdo em comparacao
com o controle (Fig. 17). Tal diferenca nao foi observada para as células deficientes de Dectina-

3 (Fig. 20).
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Em conjunto, tais resultados apontam para a importancia de Dectina-2, e ndo Dectina-

3, na fagocitose e na atividade fungicida de macréfagos infectados por P. brasiliensis.
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Figura 17. Dectina-2 esta envolvida na atividade fagocitica de BMDMs.

BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 (Dectina-2”") foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 2:1). Ap6s 24h de interacdo, a porcentagem (A) e o indice de fagocitose/interacao (B) foram
calculados. * p < 0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos independentes
conduzidos em triplicata. LPS: lipopolissacarideo.

Figura 18. Dectina-2 esta envolvida na atividade fungicida de BMDMs.
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BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 (Dectina-2”") foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 1:1) e apds 24 ou 48 horas de infec¢do, a quantidade de leveduras vidveis foi determinada. * p
< 0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes conduzidos em
triplicata. LPS: lipopolissacarideo; IFN: interferon-y; Pb: P. brasiliensis.
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Figura 19. A deficiéncia de Dectina-2 afeta a producio de NO por BMDMs.

BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 (Dectina-2”") foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 1:1) para dosagem de NO ap6s 24 horas (A) e 48 horas (B) de infecgdo. * p < 0,05 *** p <
0,0001. Os dados s@o expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes conduzidos em
triplicata. NO: 6xido nitrico; LPS: lipopolissacarideo; IFN: interferon-y; Pb: P. brasiliensis. A linha pontilhada
corresponde a producdo de NO de células ndo estimuladas.
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Figura 20. Dectina-3 nao esta envolvida na atividade fagocitica de BMDMs.

BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-37) foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 2:1). Ap6s 24h de interacdo, a porcentagem (A) e o indice de fagocitose/interacao (B) foram
calculados. * p < 0,05, *** p <0,0001. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes conduzidos em triplicata. LPS: lipopolissacarideo; IFN: interferon-y.
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Figura 21. Dectina-3 nao esta envolvida na atividade fungicida de BMDM:s.

BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-37) foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 1:1) e ap6s 24 e 48 horas de infeccdo, a quatidade de leveduras vidveis recuperadas foi
determinada. * p <0,05. Os dados s@o expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes
conduzidos em triplicata. LPS: lipopolissacarideo; IFN: interferon-y; Pb: P. brasiliensis.
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Figura 22. A deficiéncia de Dectina-3 nao afeta a produciao de NO por BMDM:s.

BMDMs de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-37) foram infectados por P.
brasiliensis (MOI 1:1) para dosagem de NO apds 24 horas (A) e 48 horas (B) de infec¢@o. Os dados sdo expressos
como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata. NO: 6xido nitrico;
LPS: lipopolissacarideo; IFN: interferon-y; Pb: P. brasiliensis. A linha pontilhada corresponde a producdo de NO
de células ndo estimuladas.
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5.6 A resposta imune adaptativa protetora contra P. brasiliensis é dependente de
Dectina-2 em modelo de infec¢io in vitro.

Uma vez que foi observada reducdo da secrec¢do de citocinas pré-inflamatérias por
BMDCs e BMDMs deficientes de Dectina-2 infectados por P. brasiliensis, além de ser
detectada uma diminuicdo da ativac@o desses macrofagos, fez-se necessdrio avaliar a ativacdo
da resposta imune adaptativa decorrente na auséncia do receptor. Também foi relevante dar
continuidade a pesquisa com Dectina-3, ja que os resultados com BMDCs e BMDMs
mostraram-se divergentes.

Inicialmente, foi avaliada a atividade co-estimulatéria de BMDCs selvagens ou
deficientes de Dectina-2 ou Dectina-3, infectadas pelo fungo, por meio da quantificagdo das
moléculas CD80 e CD86 expressas em cada tipo celular (Figuras 21 e 23).

Todas as BMDCs, sem prévio estimulo, ou infectadas pelo fungo, ndo apresentaram
diferenga na expressdo dessas moléculas. Por esta razdo, também ndo foi possivel observar
diferenga na expressdo de CD80 e CD86 por células selvagens e deficientes de Dectina-2 ou
Dectina-3 (Figuras 21 e 23).

Dessa forma, para analisar a ativacdo de uma resposta imune adaptativa in vitro, foi
analisada também a secrecao de citocinas (IFN-y, IL-13 e IL-17A) por linfécitos T derivados
de esplendcitos de camundongos selvagens co-cultivados com BMDCs selvagens ou
deficientes de Dectina-2 (Fig. 22).

Linfécitos T cultivados com células dendriticas infectadas e deficientes de Dectina-2
apresentaram uma secrecao significativamente menor de IFN-y (Fig. 22A) e maior de IL-13
(Fig. 22B) em comparagdao com os cultivados com as selvagens. Ndo houve diferenca
significativa entre a producdo de IL-17A por linfécitos T cultivados com BMDCs selvagens e
deficientes do receptor (Fig. 22C). Sendo assim, Dectina-2 mostra-se necessaria para a indugao

de uma resposta do tipo Th1 exercida por linfocitos T, in vitro.
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Figura 23. Expressao de moléculas co-estimulatérias por BMDCs selvagens e deficientes de Dectina-2
infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 (Dectina-27") foram infectadas por P. brasiliensis (Pb18)
(MOI 2:1). Ap6s 24 horas de estimulo, a quantificacido das moléculas co-estimulatérias CD80 (A) e CD86 (B) foi
realizada por citometria de fluxo. * p <0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio padrio de experimento
conduzido em triplicata.
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Figura 24. Dectina-2 contribui para a inducao de resposta Thl in vitro. Avaliacao da secrecao de IFN-y

(A), IL-13 (B) e IL-17A (C) por linfécitos T (LT) derivados do bago de camundongos selvagens co-cultivados
com BMDCs (DC) de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 infectadas por P. brasiliensis
(Pb) (MOI 2:1). * p < 0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos

independentes conduzidos em triplicata.
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Figura 25. Expressao de moléculas co-estimulatérias por BMDCs selvagens e deficientes de Dectina-3
infectadas por P. brasiliensis.

BMDCs selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-3 (Dectina-37") foram infectadas por P. brasiliensis (Pb18)
(MOI 2:1). Ap6s 24 horas de estimulo, a quantificagdo das moléculas co-estimulatérias CD80 (A) e CD86 (B) foi
realizada por citometria de fluxo. * p <0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de experimento
conduzido em triplicata.
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5.7 O controle da infecdo por P. brasiliensis em camundongos ¢ parcialmente
dependente de Dectina-2.

Até o momento, os resultados observados corroboraram para atestar a importancia de
Dectina-2 no reconhecimento de P. brasiliensis e na ativacdo de uma resposta imune eficaz
contra o fungo. Posto isso, fez-se necessario um estudo dessa resposta em modelos de infec¢do
in vivo para se confirmar tal fungdo.

Para isso, camundongos selvagens e deficientes de Dectina-2 foram infectados com 1 x
10 leveduras de P. brasiliensis (Pb18) por via endovenosa. Apés 30 e 60 dias de infecgio,
pulmdes e figados foram coletados para andlise de citocinas (Fig. 24) e carga flingica tecidual
(Fig. 25). Além disso, parte dos pulmdes foram fixados para andlises histopatoldgicas (Fig. 26).
Tal ensaio ndo foi realizado com camundongos deficientes de Dectina-3 por ndo ter sido
detectada diferenca na sobrevivéncia dos animais deficientes desse receptor.

Em 30 dias de infec¢do, os animais deficientes de Dectina-2 apresentaram uma
quantidade menor de IL-6 no pulmao (Fig. 24A) e TNF-a no figado (Fig. 24C), enquanto os
niveis de IL-10 foram aumentados no pulmao, em relacdao ao controle (Fig. 24A). Nao houve
diferenca significativa das demais citocinas avaliadas nesse periodo (Fig. 24A e 24C). Apds 60
dias de infec¢do, os camundongos produziram ainda menor quantidade de IL-6 no pulmao, em
comparagdo com os selvagens e maior producdo de TGF-B (Fig. 24B) e, no figado, menor

producdo de IL-10 (Fig. 24D).



74

|-l T
5000+ 3 Dectina 2

4000 l

3000+
20004

1360
@ 1190+
10204

450

_
300+ . I‘T‘I I
FPREpy T il |

/mL

p

- NT
7500 3 Dectina 2”

5000+
i
1200 *
-1
£ 10504
2 oo, ml|
5707
3804 ' ’ll
R o (1T
()"'_Il.lrl.-I Illlr_q '[.-] T T
1(\ > 5

A 9 x’ éb
& N W Y & & Y

Figura 26. Secrecao de citocinas no pulméao e figado de camundongos deficientes de Dectina-2 infectados
por P. brasiliensis.

Avaliagdo da secrecdo de TNF-a, IL-6, IL-17A, IL-13, IFN-y, TGF-B e IL-10 em pulmio (A e B) e figado (C e D)
de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2. Os animais foram infectados via endovenosa com
1 x 10% leveduras de P. brasiliensis (Pb 18) e sacrificados com 30 (A e C) e 60 (B e D) dias ap6s a infecgdo para
coleta dos 6rgdos e posterior andlise. * p < 0,05. Os dados sdo expressos como média + desvio de triplicatas
bioldgicas.
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Figura 27. Secrecao de citocinas no pulméao e figado de camundongos deficientes de Dectina-2 infectados
por P. brasiliensis.

Avaliacdo da secre¢do de TNF-o, IL-6, IL-17A, IL-13, IFN-y, TGF-f e IL-10 em pulméo (A e B) e figado (C e D)
de camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2. Os animais foram infectados via endovenosa com
1 x 10% leveduras de P. brasiliensis (Pb 18) e sacrificados com 30 (A e C) e 60 (B e D) dias ap6s a infecgdo para

coleta dos 6rgdos e posterior andlise. * p < 0,05. Os dados sd3o expressos como média + desvio de triplicatas
bioldgicas.
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Em relagdo a carga fingica pulmonar, os animais deficientes de Dectina-2 apresentaram
maior nimero de leveduras recuperadas em comparacao com os selvagens, em ambos 0s tempos
avaliados (Fig. 25). No figado, foi observada apenas uma coldnia de leveduras nos animais

deficientes, em 30 e 60 dias de infe¢do, ndo sendo observada nenhuma col6nia naqueles

selvagens.
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Figura 28. Carga flingica no pulméo de camundongos deficientes de Dectina-2 infectados por P.
brasiliensis.

Camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 foram infectados por via endovenosa com 1 x 10°
leveduras de P. brasiliensis (Pb 18) e sacrificados para coleta de pulmao e figado com 30 (A) e 60 (B) dias apds
a infeccdo, para a determinacdo do niimero de leveduras recuperadas por grama de tecido. * p<0,05 ** p <0,001.
Os dados s@o expressos como média + desvio padrdo de triplicatas bioldgicas.
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As andlises histopatoldgicas realizadas mostraram uma maior drea de les@o dos pulmoes
de camundongos deficientes de Dectina-2 em 30 (Fig. 26A) e 60 (Fig. 26B) dias de infec¢do,
com mais infiltrados celulares na regiao dos alvéolos pulmomares e auséncia de granulomas
compactos. Estruturas semelhantes a granulomas apresentaram uma distribuic¢do celular difusa
incapaz de conter o fungo. Além disso, € possivel observar uma grande quantidade de leveduras
no tecido, em 60 dias ap6s a infec¢do dos animais (Fig. 26B), corroborando com os resultados
da carga fingica pulmonar.

Em 30 dias de infec¢do, pulmdes de camundongos selvagens apresentaram baixa
inflamacao e ndo houve deteccdo de granulomas compactos (Fig. 26A). No entanto, apds 60
dias de infecc¢do, houve um aumento dos infiltrados celulares para a conten¢do dos fungos (Fig.
26B).

Dessa maneira, além de uma resposta imune protetora in vitro, Dectina-2 parece ser
responsavel por induzir uma resposta protetora também em camundongos infectados por P.

brasiliensis.
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Figura 29. Analise histopatolégica de pulmao de camundongos deficientes de Dectina-2 infectados por P.
brasiliensis.

Camundongos selvagens (WT) ou deficientes de Dectina-2 foram infectados por via endovenosa com 1 x 10°
leveduras de P. brasiliensis (Pb 18) e sacrificados para coleta de pulmao com 30 (A) e 60 (B) dias apds a infecgdo,
para andlises histopatoldgicas. Cortes de 5 pm foram corados com H & E, e analisados por microscopia de luz. As
setas alaranjadas apontam para os fungos presentes e as setas pretas, para granulomas nos campos analisados. As
figuras mostradas na coluna da esquerda estdo em aumento de 10x e, as da direita, de 40x.
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6 DISCUSSAO

“E na adversidade que se prova ter paciéncia e amor.”
(Santa Catarina de Sena)

Para a realizacdo deste estudo, inicialmente, buscou-se confirmar a maior relevancia de
CLRs, em comparagdao com TLRs, no reconhecimento de P. brasiliensis, uma vez que esses
receptores ja foram relacionados com a induc@o de resposta imune protetora contra fungos
(HARDISON; BROWN, 2012). A Figura 9A atestou a importancia de CLRs dependentes de
SyK — e ndo TLRs — na inducdo do sinal intracelular e na consequente producdo de TNF-a por
BMDC:s infectadas por P. brasiliensis.

Em conformidade com tal resultado, macréfagos selvagens e deficientes de MyD8S,
previamente tratados com laminarina (molécula que bloqueia a indu¢do de sinal a partir de sua
ligacdo com Dectina-1) e infectados pelo mesmo fungo, ndo apresentaram diminuicdo da
producdo de TNF-a sugerindo que os TLRs ndo participariam no reconhecimento das leveduras
(GONZALEZ et al., 2008). No entanto, ja foi demonstrada uma possivel a¢do sinérgica entre
TLR-4, MR e Dectina-1 em células dendriticas diante de uma infec¢do por P. brasiliensis,
induzindo uma proliferacdo de linfécitos Th17 e Tc17 (LOURES et al., 2015).

Ademais, em outro tipo celular, estudos com mondcitos humanos relacionaram a
interacdo de gp43 da parede celular do fungo com TLR2, TLR4 e MR, evidenciando seus
possiveis efeitos na resposta imune inata (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011). As células
previamente tratadas com anti-TLR2, anti-TLR-4 e anti-MR e ativadas pela glicoproteina
produziram quantidades significativamente menores de IL-10, enquanto apenas aquelas
previamente tratadas com anti-TLR4 e anti-MR produziram menores concentracdes de TNF-q,
o que demonstrou a importancia de TLRs na producao de duas citocinas: uma pro-inflamatéria
e outra reguladora. Contudo, tal funcdo s6 foi possivel pela sua associagdo com um CLR —
Receptor de Manose —, ainda que na auséncia de SyK (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011).

Alternativamente, um estudo com camundongos deficientes de MyD88 e infectados por
P. brasiliensis por via endovenosa revelou que os TLRs parecem realmente ndo possuir a
mesma relevancia na inducio de resposta imune protetora contra o fungo (GONZALEZ et al.,
2008). Esses animais apresentaram carga fungica semelhante nos pulmdes, baco e figado em
comparacao com os selvagens, assim como niveis equivalentes de IL-1f, IL-6, IL-12p70, TNF-

a, MIP-2, IFN- vy, e IL-4 nos aludidos 6rgaos (GONZALEZ et al., 2008). Dessa forma, o papel
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dos TLRs na infec¢do por P. brasiliensis permanece controverso na literatura uma vez que,
enquanto TLR3 parece desempenhar uma importante fun¢cdo no mecanismo de escape do fungo
(JANNUZZI et al., 2019), TLR2 e TLR4 exercem func¢do protetora diante da infec¢do (CALISH
et al., 2008; NAKAIRA-TAKAHAGI et al.,, 2011). TLR9 também executa uma funcdo
protetora na paracoccidioidomicose, uma vez que sua ativacdo evitaria uma resposta
inflamatéria tecidual (associada a netréfilos) exacerbada (MENINO et al., 2013).

Mesmo com estudos que evidenciam o importante papel de diferentes CLRs na infecc¢ao
contra P. brasiliensis, e apesar de ja ter sido comprovado que Dectina-2 reconhece o fungo
(MCGREAL et al., 2006), até entdo nao se tinha uma defini¢@o clara de sua func¢io na resposta
imune induzida a partir de sua ligacdo. As figuras 9B e 9C, todavia, ja demonstram claramente
a relevancia do receptor na producdo de TNF-a por BMDCs infectadas pelo fungo.

Dectina-1, por sua vez, ja possui um papel bem estabelecido na imundade direcionada
a fungos, por se ligar especificamente a B-glucanas expostas em suas paredes celulares
(BROWN, 2011; HARDISON; BROWN, 2012). Tal receptor exerce fung¢do protetora contra
Pneumocystis carinii, C. albicans; A. fumigatus, entre outros, por diferentes mecanismos de
acdo, seja por induzir uma resposta inflamatéria com producao de citocinas, como TNF-a, ou
por suscitar atividade efetora de macréfagos, como, por exemplo, produ¢do de NO (ESTEBAN
et al., 2011; SAIJO; IWAKURA, 2011).

Nesse contexto, Dectina-1 também ja foi associado a indug@o de resposta imune
protetora na infeccdo de modelos experimentais por P. brasiliensis. Um estudo sugere que
Dectina-1, além de induzir a produgdo de IL-6 e TNF-q, também apresenta uma agdo sinérgica
com o complexo inflamassoma NLRP3, com consequente produgdo de IL-1p e IL-18 por
macréfagos murinos infectados pelo fungo, suscitando uma ativacdo de resposta Th1/Th17
(FERIOTTTI et al., 2015). De forma semelhante, o bloqueio do receptor em mondcitos humanos
infectados com uma cepa menos virulenta de P. brasiliensis (Pb 265) induziu uma menor
secrecdo das citocinas IL-12, IL-17, IL-10 e TNF-a, possivelmente pelo fato de Pb 265
apresentar maior exposicdo de [B-1,3 glucana, ligante de Dectina-1, em sua superficie
(ROMAGNOLDO et al., 2018). Ainda, animais deficientes do receptor e infectados pelo fungo,
quando comparados aos selvagens, apresentaram aumento dos indices de mortalidade e
patologia tecidual, diminui¢do de citocinas relacionadas aos perfis Th1, Th2 e Th17, diminui¢do
da ativacdo e migracao dessas células para o sitio de infec¢do, além do aumento da expansao
de células T regulatérias (LOURES et al., 2014).

Uma vez confirmada a relevancia de CLRs na secre¢do de TNF-a por BMDCs e a

significativa diferenca naquelas deficientes de Dectina-2 e Dectina-3 — mesmo com respostas
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opostas entre si — em 24 horas de estimulo por P. brasiliensis, a susceptibilidade de
camundongos deficientes desses receptores diante de uma infecc¢ao pelo fungo foi avaliada (Fig
10). Tais resultados evidenciaram que, apesar de BMDCs deficientes de Dectina-3 secretarem
maior quantidade de TNF-a em comparacdo com o controle, a sobrevivéncia dos animais
deficientes nao foi diferente significativamente daquela dos selvagens. J4 camundongos
deficientes de Dectina-2 apresentaram uma queda significativa de sobrevivéncia quando
infectados por P. brasiliensis. Da mesma forma, em estudos prévios, Dectina-2 ja demonstrou
desempenhar um papel protetor de animais na resposta imune inata diante de infec¢des por
fungos, como, por exemplo, por Candida sp. (IFRIM et al., 2014; IFRIM et al., 2016) e
Pneumocystis pneumonia (KOTTOM et al., 2017).

Dessa forma, outros experimentos em modelos in vitro e in vivo foram realizados para
melhor entender possiveis mecanismos para os efeitos observados. Nesse sentido, a cinética da
secrecdo de outras citocinas e de quimiocina por BMDCs e BMDMs deficientes de cada
receptor e infectadas por P. brasiliensis também foi verificada. Uma menor producao de TNF-
a e IL-6 encontrada em BMDCs derivadas de camundongos deficientes de Dectina-2 (Fig.
11A), em 6 e 24 horas apds a infeccdo, sugere sua grande relevancia para a sintese dessas
citocinas jad nas primeiras horas apds a infeccdo. Essa secrecdo inicial de citocinas pro-
inflamatdrias sugere um possivel papel protetor diante de uma infec¢do pelo fungo (CALICH;
KASHINO, 1998).

Juntamente com IFN-y, TNF-a € conhecido por promover resisténcia a seres humanos
e camundongos diante de uma infec¢do por P. brasiliensis (CALICH; KASHINO, 1998;
CARMO et al., 2006). Sua producdo j4 foi relacionada com a ativagdo de macréfagos, formacao
de granulomas, controle da disseminacdo flingica em pulmdes de camundongos infectados,
producio de Oxido Nitrico e citocinas, além da inducdo da proliferaco de linfécitos T murinos
(SOUTO et al., 2000). Em estudo com células humanas, o pré-tratamento de macréfagos
derivados de mondcitos com TNF-a — e ndo com IFN-y — foi responsével por induzir a atividade
fungicida destas, por mecanismo dependente de H2O: (Perdxido de Hidrogénio) (CARMO et
al., 2006).

Até o momento, em modelos in vitro, Dectina-2 e Dectina-3 foram estudados na
infeccao por P. brasiliensis, manifestando um papel relevante no reconhecimento do fungo por
c€lulas dendriticas plasmocitéides humanas, sendo importantes na sua atividade fagocitica e na
producdo de TNF-a (PREITE et al., 2018). No entanto, no presente estudo, Dectina-3 parece
desempenhar uma func¢do contraditéria em BMDCs, uma vez que sua auséncia aumenta, de

certa forma, a secrecdo dessa citocina (Fig. 12A e 14A).
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Por outro lado, a secrecdo de TNF-a parece ser dependente de ambos os receptores,
Dectina-1 e Dectina-2, porém de forma independente. A Figura 13A indica que o bloqueio dos
dois receptores concomitantemente nao interfe na sua ja diminuida secre¢ao em comparagao a
situac@o na qual ambos sdo bloqueados separadamente. Como mencionado, varios estudos
ratificam o importante papel de Dectina-1 na inducdo da producdo da referida citocina diante
de uma infecdo por P. brasiliensis (ROMAGNOLO et al., 2017; LOURES et al., 2015) mas,
até o momento, s6 um estudo relacionou a importancia de Dectina-2 para o estabelecimento de
tal efeito, apenas em células plasmocitéides humanas (PREITE et al., 2018).

Ao contrario do que se observou para as células dendriticas plasmocitéides (PREITE et
al., 2018), BMDCs murinas deficientes de Dectina-2 secretaram menores quantidades de IL-6
em comparacdo com as selvagens em ambos os tempos observados (Fig. 11A). Tal producao
nio se deveu a uma possivel associagdo com Dectina-1, apesar de ser verificado que,
novamente, ambos 0s receptores exercem essa importante funcdo separadamente (Fig 13D).
Assim, um e outro teriam papel fundamental no controle da disseminagdo fungica, uma vez que
ja foi constatado que IL-6 juntamente com IL-23 estdo envolvidas na modulagdo da resposta
imune e formagio de granuloma durante a infeccio por P. brasiliensis (TRISTAO et al., 2017).

Estudos anteriores demonstraram um mesmo padrdo de resposta na indugdo de citocinas
por fagocitos deficientes de Dectina-2. Células dendriticas de camundongos deficientes do
receptor, induzidas por mananas de C. albicans, apresentaram uma menor produgdo de IL-
12p40, IL-6, TNF-a e IL-10 em comparacio com o controle (SAIJO et al., 2010). Em
concordancia com tais resultados, em um diferente modelo experimental, macréfagos
alveolares derivados de camundongos deficientes de Dectina-2 apresentaram uma diminui¢do
da produgdo de TNF-a e IL-6, devido a uma fosforilagdo significativamente menor de Syk apds
a infec¢do por componentes da parede celular de P. pneumonia (KOTTOM et al., 2017),
apresentando um possivel mecanismo para tal efeito.

A presente pesquisa aponta que apds 24 horas de estimulo, também houve uma
diminuicao na secre¢do de IL-10 e IL-18 por BMDCs deficientes de Dectina-2 (Fig. 11A, Fig.
13B e 13C), revelando, dessa forma, um papel importante desse receptor tanto na produgao de
citocinas pré-inflamatérias necessdrias para o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz,
quanto para a regulacdo dessa resposta e protecdo contra o P. brasiliensis.

Com efeito, ja foi comprovada a ativagdo do complexo inflamassoma NLRP3 e sua
funcdo em induzir uma resposta imune protetora contra o fungo, uma vez que a presenga de IL-
1P possibilita a ativagdo de macréfagos murinos e sua eliminacdo (TAVARES et al., 2013).

Além disso, IL-1 e IL-18 promovem resisténcia a camundongos infectados por P. brasiliensis,
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induzindo uma resposta de perfil Th1/Th17, com diminui¢do da carga fingica pulmonar e
mortalidade, ratificando a importincia do complexo inflamassoma NLRP3 em conferir
protecao diante de uma infec¢ao pelo fungo (FERIOTTI et al., 2017; KETELUT-CARNEIRO
et al., 2015).

A importancia de Dectina-1 para a ativacdo de NLRP3 e secre¢do de IL-1B ja foi
também demonstrada (KETELUT-CARNEIRO et al., 2018). Contudo, a Figura 13B estabelece
um papel mais importante de Dectina-2 em induzir a secrecdo de tal citocina. De forma
consoante, constatou-se recentemente que Dectina-2 atua como receptor primdrio para a
ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3 em resposta a infec¢do por H. capsulatum,
favorecendo a producdo de IL-1f por células dendriticas (CHANG et al., 2017) e confirmando
seu papel na ativag¢ao da resposta imune inata diante da infec¢c@o por outros fungos.

Dectina-3, por sua vez, apresentou um papel controverso na sintese dessas citocinas e
quimiocina in vitro diante de uma infeccdo por P. brasiliensis, ja que, na sua auséncia, a
secrecdo de TNF-a e IL-6 aumentou significativamente em comparagcdo ao controle. Desta
maneira, é possivel que, na auséncia do receptor, outros PRRs estejam envolvidos na inducao
da resposta observada. Em outro modelo de infeccao, a falta do receptor ndo alterou a producao
de TNF-a, IL-23, IL-27, IL-12p70, IL-10, IL-4 e IL-5 nos pulmdes de camundongos infectados
por Cryptococcus neoformans, tampouco nos sobrenadantes de cultura avaliados
(CAMPUZANO et al., 2017).

Em contraposicdo a esses resultados, BMDMs pré-tratados com anticorpos anti-
Dectina-3 ou anti-Dectina-2 e infectados por hifas de C. albicans apresentaram um bloqueio na
translocacdo de NF-xB (sub-unidade p65) para o nucleo, com consequente diminui¢cdo da
secrecdo de TNF-o e IL-6 e IL-10 (ZHU et al.,, 2013). Considerando tais resultados
discordantes, a indu¢do da produgdo de citocinas dependente de Dectina-3 parece estar
relacionada a disponibilidade de ligantes na parede celular dos diferentes fungos.

Diante de uma associagdo conhecida de Mincle e Dectina-3 no reconhecimento de
PAMPs (MIYAKE; MASATSUGU; YAMASAKI, 2015), foram realizadas, no presente
estudo, infeccdes de BMDCs que apresentavam esses receptores de forma combinada.
Entretanto, nao foi possivel estabelecer tal funcao diante da infec¢do por P. brasiliensis, uma
vez que apenas a auséncia de Dectina-3 aumentou os niveis de TNF-a e IL-6 nos sobrenadantes
de cultura coletados (Fig. 14).

Diferentemente de outras citocinas estudadas, a secrecdo de IL-10 mostrou ser
dependente de Dectina-1, Dectina-2 e Mincle, mas ndo de Dectina-3. Pode-se inferir, dessa

forma, que a ligagdo com diferentes PAMPs de natureza glicidica — uma vez que Dectina-3 nao
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reconhece carboidratos (SANCHO; SOUZA, 2012) — levaria a uma ativacdo de sinal,
provavelmente dependente de SyK, para a sua producdo. E, ainda que a auséncia de IL-10 ja
tenha sido relacionada a uma maior resisténcia de camundongos infectados por P. brasiliensis
(COSTA et al., 2013), uma imunorregulacido desencadeada por células produtoras da citocina
¢ essencial para o controle de respostas inflamatérias exacerbadas nas infecgdes fingicas
(ROMANI; PUCCETTTL, 2006).

Diante de todo o exposto, Dectina-2, e ndo Dectina-3, parece possuir um papel
importante tanto na produ¢do de citocinas pro-inflamatérias necessdarias para o
desenvolvimento de uma resposta imune eficaz, quanto para a regulacdo dessa resposta e
protecdo contra o P. brasiliensis.

E sabido que a via principal de infecgio pelo fungo é inalatéria e, dessa forma,
macréfagos alveolares sd@o fundamentais para a resposta imune inicial do hospedeiro. Apds o
reconhecimento inicial, essas células sdo capazes de transportar peptideos antigénicos
derivados do fungo para os linfonodos e, assim, estimular uma resposta imune adaptativa
especifica (CALICH at al., 2008). Dessa maneira, uma ativa¢do inicial de macréfagos €
essencial para o controle da infec¢ao.

Macréfagos  deficientes de  Dectina-2  apresentaram uma  porcentagem
significativamente mais baixa de fagocitose/interacdo em comparacdo com os selvagens,
ratificando a importancia do receptor na atividade fagocitica da célula (Fig. 15A). O nimero de
fungos fagocitados por célula é significativamente menor nos macréfagos deficientes de
Dectina-2 (Fig. 15B). Isso sinaliza uma menor ativagao das células desse grupo ou, até mesmo,
uma maior susceptibilidade de macréfagos ndo ativados, uma vez que o nimero de UFCs
recuperadas de macrofagos deficientes do receptor foi significativamente maior do que
daqueles selvagens, tanto em 24, como em 48 horas apds a infec¢do (Fig. 16). Tais resultados
confirmam um papel de Dectina-2 na atividade fungicida dessas células. Na figura 16 também
€ possivel observar que o nimero de UFCs cresceu em 24 horas em ambos os grupos, indicando
a capacidade do fungo de sobreviver e de se replicar tanto em macréfagos selvagens nao
ativados — uma vez que ele é um patégeno intracelular facultativo (BRUMMER et al., 1989) —
como naqueles deficientes do receptor.

Por sua vez, macréfagos deficientes de Dectina-3 apresentaram uma resposta diferente,
uma vez que nao houve diminui¢do da capacidade fagocitica (Fig. 18) e nem fungicida (Fig.19)
da célula em 24 horas de infecc@o. Contudo, apds 48 horas, o nimero de leveduras vidveis

recuperadas foi ainda menor no grupo de células deficientes (Fig. 19), o que poderia ser



85

explicado por diferentes mecanismos de defesa, como a presenca de NO, presenca de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e uma maior acidifica¢ao do fagolisossomo (CAMPOS et al., 2005).

O estresse oxidativo, caracterizado por um aumento de agentes oxidantes, como NO e
ROS, proporciona uma linha de defesa das células efetoras contra os micro-organismos
(HAMPTON et al., 1998). Posto isso, a producdo de NO desencadeada pela ligacio de PAMPs
ou DAMPs em PRRs por macréfagos ativados usualmente € necesséria para o controle da
infeccdo por P. brasiliensis, fazendo com que o bloqueio de sua producio seja um importante
mecanismo de escape do fungo (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017).

Nesse sentido, sua glicoproteina gp43 ja foi estudada pela capacidade de inibir a
producdo de NO assim como de diminuir a capacidade fungicida de macréfagos estimulados
por citocinas (POPI; LOPES; MARIANO, 2002). Além disso, outro mecanismo de escape
importante ja foi verificado, uma vez que genes encontrados em P. brasiliensis codificam
proteinas que interferem na atividade da NADPH oxidase e convertem espécies reativas de
oxigénio em formas menos toxicas (FELIPE et al., 2005; TAVARES et al., 2007; TAMAYO
et al., 2016).

Além de aparentemente resultar em uma maior inducao de IFN-y e TNF-q, a producao
de NO por macréfagos também estaria relacionada com o bloqueio da transformacdo de
conidios de P. brasiliensis em leveduras. Assim, tal resposta proporcionaria uma defesa do
organismo contra o estabelecimento da infec¢ao (GONZALES et al., 2000).

De modo geral, a baixa secrecdo de NO por BMDMs infectadas pelo fungo mostrada
nas Figuras 17 e 20 sugere que a atividade fungicida dessas células estaria pouco relacionada
com o referido mecanismo. Mesmo assim, as células deficientes de Dectina-2 apresentaram
ainda mais baixos niveis da molécula em comparacao com aquelas selvagens. Cumpre salientar
que, TAVARES e colaboradores (2013), de forma semelhante, sugeriram que a ativacao do
inflamassoma NLRP3 e a sinalizacdo desencadeada pela ligacdo de IL-1p com seu receptor
exerce ativacdo do efeito microbicida de macréfagos contra P. brasiliensis independentemente
de NO.

Em 2008, CALICH e colaboradores verificaram que a interacdo de TLR-4 com P.
brasiliensis € capaz de ativar macréfagos e aumentar a producao de IL-12, NO e MCP-1,
aumentando também sua atividade fagocitica. No entanto, essa ativagcdo ndo foi associada com
uma diminuicdo de UFC recuperadas dessas células. Consequentemente, sua atividade
fungicida ndo estava propriamente relacionada com sua capacidade fagocitica. Além disso,
macréfagos peritoneais de camundongos resistentes a infec¢do pelo fungo secretaram baixos

niveis de NO e altos niveis de TNF-a, ocorrendo o oposto com aqueles susceptiveis, indicando
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que o 6xido nitrico estaria inibindo, de alguma forma, a secrecdo dessa citocina. Ainda em
conformidade com esses resultados, estudos posteriores demonstraram que a producio de NO
dependente da ligacdo de TLR-2 com fracdes de lipidios de P. brasiliensis inibe a produgao de
IL-12, IL-10 e GM-CSF e controla a ativagao de macréfagos (LOURES et al., 2012).

Outros estudos apresentaram papéis controversos da molécula na infec¢do pelo fungo,
uma vez que camundongos infectados e tratados diariamente com um bloqueador da sintese de
NO tiveram uma menor supressao da resposta linfoproliferativa de células do bago e um menor
dano pulmonar em comparagdo com o controle, apesar de também apresentarem maior carga
fingica no 6rgao (BOCCA et al., 1998). Em um diferente estudo, macréfagos provenientes de
camundongos susceptiveis a infeccdo por P. brasiliensis (B10.A) produziram maiores e
persistentes niveis de NO em comparacao com os resistentes (A/Sn). Além disso, nos animais
resistentes, houve uma maior producdo de TNF-a por macréfagos infectados pelo fungo
(NASCIMENTO et al., 2002).

Tal resposta parece estar relacionada com um possivel bloqueio da produ¢ao de TNF-a
exercido pelo 6xido nitrico, uma vez que o tratamento de macréfagos de camundongos B10.A,
que ndo apresentavam produc¢ao da citocina, com Sulfato de Aminoguanidina (inibidor da NO
sintase), possibilitou a producdo de TNF-a por essas células (NASCIMENTO et al., 2002).
Desta forma, em consonancia com os resultados apresentados no presente estudo, TNF-a, e ndo
NO, estd relacionado com uma resposta imune eficaz diante de uma infeccao por P. brasiliensis.

Nosso grupo avaliou também a acidificacdo dos fagolisossomos em BMDMs (ndo
ativadas) selvagens e deficientes de Dectina-2 e Dectina-3, uma vez que tal mecanismo, em
conjunto com a producdo de ROS, € relevante para a elimina¢do do fungo (CAMPOS et al.,
2005). Apesar de ndo ter havido diferenca entre a acidificacdo de macréfagos selvagens e
deficientes dos receptores infectados por P. brasiliensis ndo se pode afirmar com esses
resultados que Dectina-2 e Dectina-3 ndo interfeririam nesse processo. Experimentos realizados
com prévio estimulo (com IFN-y, por exemplo) das células poderiam resultar em uma possivel
diferenca, uma vez que fagdcitos nao ativados apresentam deficiéncia em eliminar o fungo
(BRUMMER et al., 1989; MOSCARDI-BACCHI et al., 1994).

Resultados prévios demonstraram que, apesar de ser importante para a atividade
fungicida de BMDMs infectadas por P. brasiliensis, a acidificacdo de fagolisossomos seria
menos eficiente do que a produgdo de NO para esse fim. Nesse estudo, macréfagos previamente
estimulados com LPS e IFN-y e tratados com Bafilomicina Al (molécula que bloqueia a
acidificacdo do fagolisossomo) ou Aminoguanidina apresentaram diferentes quantidades de

leveduras recuperadas apo6s infeccdo pelo fungo. A leveduras foram capazes de se replicar com
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maior intensidade nas células infectadas previamente tratadas com Aminoguanidina em
comparacdo com aquelas tratadas com Bafilomicina Al ou sem tratamento prévio (SILVA,
2018).

Posto isso, novos estudos deverdo ser conduzidos para se investigar a relevancia dos
receptores Dectina-2 e Dectina-3 nos mecanismos efetores de eliminagdo de P. brasiliensis —
como a produg¢do de NO, a producdo de ROS e a acidificacdo de fagolisossomos — em
macréfagos. Ainda, tais estudos deverdo ser realizados com estimulacao prévia das células, a
fim de se obter uma anélise mais fidedigna.

Para dar continuidade a investigacdo dos papéis desses receptores na resposta imune
diante de uma infeccdo pelo fungo, fez-se necessario o estudo da ativacdo de uma possivel
resposta adaptativa induzida a partir da ligacdo desses CLRs, principalmente Dectina-2, com P.
brasiliensis. E, uma vez que células dendriticas sao as células mais efetivas para a apresentacao
de antigeno aos linfocitos T (CELLA et al., 1997), a expressao de moléculas coestimulatorias
em BMDCs também foi verificada.

Como esperado, as células ndo estimuladas e infectadas pelo fungo apresentaram uma
expressdo de CD80 e CD86 semelhante aquelas nao infectadas, independentemente de
possuirem ou ndo Dectina-2 ou Dectina-3. Um estudo prévio comprovou que, tanto a infec¢ao
por P. brasiliensis, como a presenga da glicoproteina gp43 do fungo foram capazes de diminuir
a expressaio de MHC-II, CD80, CD86, CD54 e CD40, mesmo nas células previamente
estimuladas com LPS (FERREIRA et al., 2004). Dessa maneira, também ndo foi possivel
verificar diferenca na expressao de CD80 e nem de CD86 nas células que possuiam ou nao os
receptores investigados (Fig 21 e 23).

Mesmo assim, uma maior produ¢do de IL-13 somada a uma menor secre¢cdo de IFN-y
por linfécitos T cultivados com BMDCs deficientes de Dectina-2 foi observada (Fig. 22A e
22B). Tal resultado sugere a tendéncia dessas células a induzirem uma resposta direcionada ao
perfil Th2 contra o P. brasiliensis, ndo sendo esta considerada capaz de controlar a infe¢ao
(MARQUES; SILVA-VERGARA; RODRIGUES, 2002). Como j& mencionado, o perfil de
resposta Th1, com producado de IFN-y, é conhecido na literatura por promover protecao contra
o fungo, enquanto um perfil Th2 seria responsavel por gerar susceptibilidade a camundongos
isogénicos (BOCCA et al., 2013; KARHAWI; COLOMBO; SALOMADO, 2000).

Da mesma maneira, estudos com seres humanos comprovaram que linfécitos de
pacientes com as formas aguda e cronica da doenca, estimulados com antigenos de P.
brasiliensis, produziram significativamente menor quantia de IFN-y e IL-2 e maior de IL-10

em comparacdo com aqueles clinicamente curados (BENARD et al., 2001). Analisando
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citocinas e fatores de transcricdo especificos de cada resposta em PBMCs, verificou-se que
pacientes com a forma assintomética da PCM apresentaram um perfil de resposta Th1, enquanto
aqueles mais susceptiveis apresentaram um perfil misturado de Th2/Th9 (CASTRO et al.,
2013).

Em vista disso, uma menor producdo de IFN-y ocasionaria menor ativacdo de
macrofagos, gerando assim, menor atividade fagocitica e fungicida, como observado em
resultados anteriores (Fig. 16, 17 e 18). Neste sentido, Dectina-2 demonstra ser importante para
a indu¢do de uma resposta imune adaptativa protetora contra P. brasiliensis em modelo de
infec¢do in vitro.

De outro modo, linfécitos T cultivados com BMDCs deficientes de Dectina-2 nao
apresentaram produc¢do significativamente diferente de IL-17A daqueles cultivados com as
selvagens (Fig. 22C), indicando ndo ocorrer distingdo no perfil de resposta Th17 nos dois
grupos. Uma possivel explicacao para tal resultado € que, apesar de ocorrer menor secre¢ao de
IL-6 e IL-1B por BMDCs deficientes para Dectina-2, ndo foi observada secrecio de IL-23 —
citocina também relacionada com a indug¢ao do perfil Th17 — por nenhum grupo.

Assim, essas citocinas (IL-6, IL-1p e IL-23) podem ser responsaveis por ocasionar tal
resposta visto que, em um diferente modelo experimental, células TCD4* estimuladas com anti-
CD3 e anti-CD28, na presenca de meio condicionado gerado a partir da cultura de BMDCs
deficientes de Dectina-2 cultivadas com C. albicans, secretaram menor quantidade de IL-17A
em comparagdo com o controle. Porém, para tanto, tais células dendriticas haviam secretado
significativamente menos IL-6, IL-1B e IL-23 comparadas com as selvagens (SALJO et al.,
2010). Ademais, em PBMCs, um perfil predominantemente Th17/Th22 foi relacionado a forma
cronica da doenca (DE CASTRO et al., 2013), ndo sendo possivel, dessa forma, ser avaliado
pelo presente estudo.

Finalmente, para se confirmar a relevancia de Dectina-2 no reconhecimento de P.
brasiliensis em diferentes modelos, camundongos deficientes do receptor foram infectados para
experimentos in vivo. Corroborando com os resultados preliminares de sobrevivéncia, os
animais deficientes do receptor apresentaram uma menor producdo de citocinas pro-
inflamatdrias nos 6rgaos investigados, enquanto houve um aumento de IL-10 e TGF- em seus
pulmdes nos tempos determinados (Fig. 24).

Em estudos prévios, nos camundongos suscetiveis a infeccdo por P. brasiliensis, a
presenca de TGF-P, secretada por macréfagos alveolares e células dendriticas, juntamente com
os maiores numeros de células Tregs relacionadas a ela induziram uma tolerancia e uma

supressdo inicial da resposta imune. Entretanto, o tratamento com anti-CD25 foi capaz de
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alterar tal condicao, fazendo com que houvesse aumento na expansao e na migracdo de células
T para o sitio de infec¢do na sua fase inicial (FELONATO et al., 2012). Ainda, a auséncia de
IL-10 em camundongos infectados pelo fungo foi relacionada a uma diminui¢do da carga
fingica no figado e no baco, associada a um aumento das funcdes efetoras de macréfagos,
aumentando, dessa forma, a sobrevivéncia desses animais (COSTA et al., 2013). Deste modo,
constatou-se que uma resposta Treg, com TGF-f e IL-10, € prejuducial diante de uma infec¢ao
pelo fungo.

Por outro lado, em humanos, a presenca TGF-f3, IL-6 e IL-1p induziria certa limitacao
do crescimento fungico, levando a uma forma cronica da doenca. Contudo, tais citocinas
poderiam causar uma resposta imune exacerbada com ativagdo de neutréfilos, dano tecidual e
posterior fibrose. Nessa situacdo, outros tipos de resposta — Thl, Th2 e Treg — seriam
necessarias também para um melhor controle da infeccao (CASTRO et al., 2013). Assim, tais
resultados sugerem que o tipo de resposta relacionada a presengca de TGF-B (Th17 ou Treg) é
dependente da presenca de outras citocinas, como IL-10, IL-6 e IL-1fB. No presente estudo, o
perfil de resposta que pareceu estar mais presente nos animais deficientes infectados foi Treg,
tendo em vista a observagao da diminui¢do de IL-6, aumento de TGF-B e IL-10 nos pulmdes.

Paralelamente a menor producdo de citocinas pro-inflamatdrias, foi possivel observar
ainda ampla diferenca na deteccdo de unidades formadoras de coldonias no pulmdo de
camundongos deficientes comparados com o grupo controle em 30 dias, aumentando ainda
mais essa diferenca apds 60 dias de infeccdo (Fig. 25). Corroborando com esses dados, a
patologia pulmonar dos animais deficientes de Dectina-2 foi mais ampla, havendo mais
infiltrado celular em 30 e 60 dias apds a infeccao, além de ser possivel a observaciao de maiores
quantidades de leveduras no tecido (Fig. 26). Dessa forma, a resposta imune desses animais nao
demonstrou ser eficaz diante de uma infecao pelo fungo. Esses resultados confirmam que a falta
do receptor gera uma maior susceptibilidade de camundongos diante da infec¢dao por P.
brasiliensis, relacionada a uma maior carga fingica pulmonar em comparacdo com oS
selvagens, ainda que a diferenca na producao de IFN-y ndo tenha sido detectada.

Da mesma forma, camundongos tratados com anticorpos anti-Dectina-2 e infectados
com C. albicans apresentaram maior carga fiingica nos rins em comparagao com o grupo nao
tratado. Tal resultado estava associado a reducao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a
e IL-6 no 6rgdo (ZHU et al., 2013). No entanto, resultados divergentes foram constatados na
infeccdo por Coccidioides immitis, uma vez que nao foi observada dimuni¢do da contagem de

UFC nos pulmdes e bacos de camundongos deficientes de Dectina-2 em comparacdo com 0s
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selvagens, assim como ndo houve diminui¢do da secrecdo de TNF-qa, IL-6 e IL-1p em seus
fluidos pulmonares (VIRIYAKOSOL et al., 2014).

Ademais, camundongos deficientes do receptor infectados intratraquealmente por C.
neoformans nao apresentaram diferenca no nimero de UFC pulmonar aos 7, 14 ou 28 dias apds
a infecdo, e tampouco mostraram diferenca na expressdo de RNA mensageiro de IFN-y e IL-
17, quando comparados com o grupo controle (NAKAMURA et al., 2015). Posto isso, uma
maior redu¢do da carga flingica tecidual parece estar mais relacionada a produgao de citocinas
pré-inflamatorias iniciais € uma resposta imune inata mais efetiva nesses modelos de infec¢ao.

Em relagdo a Dectina-3, em resultados anteriores utilizando-se diferente método
experimental, linfécitos TCD4* recuperados de pulmdes de camundongos deficientes do
receptor, previamente vacinados e infectados por Blastomyces dermatitidis, produziram
menores niveis de IL-17, mas ndo de IFN-y, comparados com os selvagens (WANG et al.,
2016). Diante desses resultados, Dectina-3 seria importante na indu¢do de uma resposta com
perfil Th17, gerando protecdo contra o fungo citado. O receptor também parece ser relevante
na resposta contra C. albicans, uma vez que camundongos deficientes infectados pelo fungo
apresentaram maior carga fuingica nos rins e menores niveis de TNF-a, IL-6, IL-17 e IL-13 em
comparacdo com os selvagens (ZHU et al., 2013). Contudo, no presente estudo, a deficiéncia
de Dectina-3 parece ndo influenciar a susceptibilidade de camundongos frente a uma infec¢@o
especifica por P. brasiliensis — uma vez que camundongos deficientes do receptor ndo
apresentaram menor sobrevivéncia em comparagdo com aqueles selvagens — dependendo
assim, do modelo experimental estabelecido.

Sdo necessarios novos estudos para se estabelecer uma possivel relacdo entre a maior
producdo de citocinas pré-inflamatorias, especificamente TNF-o e IL-6, e a sobrevivéncia dos
animais deficientes do receptor. Camundongos deficientes de Dectina-3 parecem possuir uma
maior susceptibilidade a infec¢do em sua fase inicial (antes de 20 semanas), em comparacao
com os selvagens, podendo esta decorrer de uma maior resposta inflamatdria inicial.

O que se verificou no presente estudo foi o importante papel de um CLR — Dectina-2 —
no reconhecimento de P. brasiliensis em modelos in vitro e in vivo de infeccdo. Entretanto, nao
se pode descartar a relevancia de outros PRRs nos resultados observados. Por isso, permanece
sendo necessdria a investigacdo de outros CLRs como, por exemplo, Dectina-3 na resposta
imune diante do fungo, uma vez que ji foi comprovado que tal receptor forma heterodimeros
com Dectina-2 para o reconhecimento da parede celular de C. albicans (ZHU et al., 2013) e, de
alguma forma, ainda possui um papel importante no reconhecimento de P. brasiliensis por

células dendriticas plasmocit6éides humanas (PREITE et al., 2018).
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Assim, CLRs podem formar diferentes homo e heterodimeros para a resposta imune
inata e consequentemente adaptativa diante de diversos micro-organismos, podendo exercer
suas funcdes em sinergismo e, até mesmo, antagonismo. (KERSCHER et al., 2016;
RICHARDSON; WILLIAMS, 2014; MIYAKE; OH-HORA; YAMASAKI, 2015). Nesse
sentido, a devida manipulacio — bloqueio ou ativacdo — desses receptores pode ser

eventualmente utilizada em pesquisas aplicadas necessdrias para o controle da PCM.
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7 CONCLUSOES

“Nossa geragdo ¢ realista porque chegamos a conhecer o ser humano como ele de fato é. Afinal, ele é aquele
ser que inventou as cdmaras de gds de Auschwitz; mas ele é também aquele ser que entrou naquelas camaras
de gds de cabeca erguida, tendo nos ldbios o Pai-Nosso ou o Shemd Yisrael.”

(Viktor Frankl)

1. Dectina-2 possui um papel fundamental no reconhecimento de P. brasiliensis, de forma que

sua auséncia:

1.1 Compromete a ativacao de uma resposta imune inata efetora,
v diminuindo a produg@o de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1p) e reguladora
(IL-10) por BMDC:s infectadas pelo fungo;
v" diminuindo a produg¢do de NO e fagocitose por BMDM:s deficientes;

v'aumentando a prolifera¢do de leveduras em BMDMs infectadas;

1.2 Compromete a ativacao de uma resposta imune adaptativa protetora in vitro,
v levando a uma maior producdo de IL-13 e menor de IFN-y por linfécitos T cultivados

com BMDC:s deficientes;

1.3 Gera uma maior susceptibilidade murina diante de uma infecc¢ao pelo fungo,
v diminuindo a produg¢@o de citocinas consideradas relevantes para o controle da infec¢o
e aumentando aquelas reguladoras;
v’ aumentando a carga fingica pulmonar de camundongos infectados e

v" diminuindo sua sobrevivéncia.

2. Dectina-1 e Dectina-2; Dectina-3 e Mincle ndo propiciam uma resposta imune complementar

diante da infeccdo por P. brasiliensis.

3. Dectina-3 parece nao ser fundamental para o estabelecimento de uma resposta imune eficaz

contra P. brasiliensis em modelos in vitro e in vivo de infeccao.
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