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Resumo

A esporotricose é uma doenca micotica causada pelo fungo termodimdrfico Sporothrix
schenckii. A resposta imune inata permite o reconhecimento de um amplo espectro de
agentes patogénicos através dos PRRs, como os NLRs. Esses receptores, moléculas
adaptadoras ASC e proteases caspase-1 formam os inflamassomas, complexo
multiprotéico responsavel pela maturacdo da IL-1B e IL-18. Evidéncias experimentais
mostram que o inflamassoma tem importante papel na defesa antifungica do hospedeiro,
entretanto ndo ha informacdes disponiveis sobre seu envolvimento em infecgdes
causadas pelo S. schenckii. A inducdo da imunidade celular depende da interacdo entre
antigenos, macrofagos e linfocitos, pois quando ativadas essas populacdes celulares
liberam mediadores imunoldgicos, estabelecendo uma ligacdo entre as respostas
imunologicas inata e a adaptativa. O objetivo deste trabalho foi avaliar o envolvimento
do inflamassoma, por meio da determinacdo de caspase-1, e citocinas na resposta
imunoldgica induzida pelo fungo S schenckii em modelo experimental de esporotricose
sisttmica utilizando camundongos Balb/c infectados e ndo infectados durante oito
semanas. Os resultados encontrados mostraram que entre a 42 e 62 semanas de infeccao
ocorre imunossupressdo do hospedeiro, com consequente agravamento da doenca, pois
a producdo de NO permaneceu elevada neste periodo, assim como houve diminui¢do da
liberacdo da IL-1pB, IL-17, IL-23, citocinas pro-inflamatoérias que agem protegendo o
hospedeiro. Neste mesmo periodo, a diminuicdo do percentual de caspase-1 ativa,
seguido pela menor liberagdo de IL-1p e IL-18, demonstrou que o inflamassoma estava
com sua ativacdo inibida, colaborando para uma maior disseminacdo do patdgeno, ja
que estdo diretamente relacionada com a resposta inata e com a otimizagdo de uma
resposta adaptativa. A producdo de IFN-y permaneceu aumentada durante todas as
semanas de infeccdo, com niveis mais elevados durante as semanas intermediérias,
coincidindo com o periodo de maior producdo de NO. Em relacdo as concentracdes de
TGF-B, estas estavam diminuidas nas semanas intermediarias, tendo menor efeito
supressor sobre 0s macrofagos, que estdo atuando na tentativa de eliminar o patdgeno,
juntamente com o aumento de IFN-y e NO. De forma geral, os resultados apresentados
apontam para uma imunossupressao do hospedeiro entre a quarta e sexta semanas de
infeccdo e salienta a importancia do inflamassoma na protecdo do hospedeiro em

infeccdo fungica induzida pelo S. schenckii.

Palavras-chave: Citocinas, esporotricose, inflamassoma, éxido nitrico, resposta imune
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Abstract

Sporotrichosis is a fungal disease caused by the thermo-dimorphic fungus Sporothrix
schenckii. The innate immune response enables the recognition of a broad spectrum of
pathogens through PRRs, such as NLRs. These receptor, ASC and caspase-1 form
inflammasomes, complex multiprotein responsible for maturation of IL-1p and IL-18.
Experimental evidence shows that inflammassome plays an important role in antifungal
host defense, however there is no information available about his involvement in
infections caused by S. schenckii. The induction of cellular immunity depends on the
interactions between antigens, macrophages and lymphocytes because when activated,
these cell populations release immune mediators to establishing a link between the
innate and adaptive immune responses. The aim of this study was to evaluate the
involvement of inflamassoma, through the determination of caspase-1, and cytokines in
the immune response induced by the fungus S. schenckii in an experimental model of
systemic sporotrichosis using Balb/c mice infected and uninfected for eight weeks. The
results showed that between the fourth and sixth weeks of infection occurs
immunosuppression of the host, with consequent worsening of the disease, because NO
production encontrouse high during this period, as well as decreased release of I1L-1p,
IL-17, IL-23, pro-inflammatory cytokines that act to protect the host. In this same
period, the decrease in the percentage of active caspase-1, followed by lower release of
IL-1p and IL-18, showed that inflammasome was inhibited its activation, contributing
to further spread of the pathogen, since it is directly related with the innate response
and optimization of an adaptive response. The production of IFN-y remained increased
during all weeks of infection, with higher levels during theses weeks, coinciding with
the period of increased NO production. Regarding the concentrations of TGF-p, these
were decreased in the intermediate weeks, having less suppressive effect on
macrophages that are acting in an attempt to eliminate the pathogen, along with the
increase of IFN-y and NO. Overall, the results point to a host immunosuppression
between the fourth and sixth weeks of infection and emphasizes the importance of
inflammasome in host protection in fungal infection induced by S schenckii.

Keywords: Cytokines, sporotrichosis, inflammasome, nitric oxide, immune response
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1. Introducéo

A esporotricose é uma doenca micotica de carater subagudo ou crénico, causada
pelo fungo termodimérfico Sporothrix schenckii, com distribuicdo cosmopolita,
ocorrendo com maior freqiiéncia em regides tropicais e subtropicais, como na Africa e
nas Américas Central e do Sul (La Hoz e Baddley, 2012). A infecgdo com S. schenckii
geralmente ocorre pela inoculacdo pos-traumatica do fungo presente em solos, plantas e
materiais organicos contaminados, sendo sua principal via de contaminacdo. A doenca
também pode ser adquirida por inalacdo de esporos, embora esta seja uma forma de
transmissdo mais rara (Barros et al., 2011).

A esporotricose pode apresentar diversas manifestacbes clinicas e ser

classificada como cutanea, linfocutanea, fixa, mucosa ou extracutaneas (Vasquez-del-
Mercado et al., 2012). Estudos indicam que as respostas imunoldgicas do hospedeiro
participam do progresso e da regressdo espontanea da esporotricose, indicando que a
patogenia desta infeccdo estd intimamente ligada aos mecanismos de defesa do
hospedeiro (Carlos et al., 2009). Os mecanismos imunolégicos envolvidos na prevencgao
e controle de infec¢bes por S schenckii ainda ndo sdo muito bem compreendidos, no
entanto € provavel que incluam a resposta inata, celular e humoral e estas parecem ser
desencadeadas por diferentes antigenos obtidos deste fungo (Maia et al., 2006; Sassa et
al., 2009, 2012).
A resposta imune inata contra os fungos faz uso de varios mecanismos para impedir a
invasdo dos agentes nocivos. Um dos mecanismos inclui a presenca dos receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs - “Pattern recognition receptor”) presentes em
macrofagos, células dendriticas e outros tipos celulares, que detectam e respondem a
presenca de padrdes moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPS -
“Pathogen-associated molecular patterns”) (Kanneganti et al., 2007). Os NLRs (“NOD-
like receptors”) sdo PRRs citosolicos que formam complexos multiprotéicos chamados
inflamassomas, os quais compreendem uma grande familia de proteinas intracelulares
(Lamkanfi e Dixit, 2009; Kumar et al., 2011).

Além da proteina NLR, o inflamassoma & composto por uma molécula
adaptadora associada a apoptose (ASC) e a enzima caspase-1. A ativacdo de NLR leva
ao recrutamento da ASC e da caspase-1, formando complexos protéicos pentamerico ou
heptamérico (Davis et al., 2011). O inflamassoma é um importante regulador da
inflamac&o e possui a funcdo de agrupar e ativar a caspase-1, culminando com a

maturacdo da pro-IL-1B e pro-IL-18 nas suas formas ativas, IL-1p e IL-18

17



respectivamente. Estas interleucinas contribuem na defesa do hospedeiro contra as
infeccbes por aumentar as propriedades antimicrobianas dos fagdcitos e iniciar as
respostas imunes adaptativas Thl e Thl7 (Veerdonk et al., 2011). Entender como
funciona o inflamassoma é fundamental para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas adequadas focadas na resolucéo de diversas doencas (Paiva-Oliveira et al.,
2012).

Os macrofagos quando ativados s@o responsaveis pela fagocitose de particulas
estranhas, apresentacdo de antigenos, producgéo de citocinas e de agentes microbicidas,
como 0s compostos intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, como o 6xido
nitrico (Mlambo e Sigola, 2003; Carlos et al., 2009), sendo que estas espécies reativas
estdo envolvidas com respostas fungistatica e fungicida (Kajiwara et al., 2004). O NO
apresenta alto efeito citotoxico contra o S. schenckii, sendo um potente mediador das
respostas imune e inflamatéria, levando a destruicdo o microrganismo (Fernandes et al.,
2000; 2008).

Além destas respostas de primeira linha, as APCs capturam e apresentam
fragmentos imunogénicos, presentes na superficie dos patogenos, as celulas que
participam da resposta imune adaptativa (Guermonprez et al., 2002). As células Th
podem apresentar diferentes fenotipos e a funcédo efetora de cada linhagem das células T
CD4 é diferencialmente mediada pelos efeitos das citocinas produzidas por cada um dos
diferentes subconjuntos celulares. Essas subclasses sdo divididas em: Thl, Th2, Thl7 e
Treg (Zhu et al., 2010).

As celulas Thl produzem IFN-y, IL-2, IL-12 e sdo eficientes na eliminagéo de
patogenos intracelulares, via ativacdo de macrdéfagos. Enquanto as células Th2 liberam
IL-4 e IL5 que ativam a imunidade humoral e sdo secretadas de maneira acentuada na
presenca de determinados antigenos (Rengarajan et al., 2000). Ja as células Th17
produzem, caracteristicamente, a IL-17, que atua como uma citocinas pro-inflamatoria e
tem a I1L-23 como fator de crescimento e diferenciagdo (McGeachy e Cua, 2008). As
ceélulas Treg sdo responsaveis pela produgéo de elevados niveis de TGF-f, uma citocina
imunossupressora que atua sobre células apresentadoras de antigenos e outras células T
(Roncarolo e Levings, 2000).

A atuacdo do sistema imunoldgico em doencas fungicas depende de uma
sequéncia complexa de interacdo entre antigenos, macrofagos e linfocitos. Quando
ativadas, populacgdes especificas de células T e macrofagos interagem para dar protecédo

imunoldgica a infec¢bes por S. schenckii, formando a base do entendimento para a
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resposta do hospedeiro a este agente infeccioso (Carlos et al., 2009; Romani, 2011).
Assim, a interacdo entre as respostas inata e adaptativa permite respostas eficazes do
hospedeiro contra uma grande variedade de infeccdes e agentes patogénicos.

Portanto, como pouco se sabe sobre a participacdo da resposta imune no
combate ao fungo S schenckii e considerando o crescente nimero de casos de
esporotricose, assim como a importancia em definir os aspectos relacionados a
patogenicidade do fungo, novas pesquisas sSd0 necessarias para complementar a

elaboragdo de estratégias mais eficazes no combate e tratamento a esporotricose.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Sporothrix schenckii e esporotricose

A esporotricose € uma micose subaguda ou cronica causada pelo fungo
termodimdrfico Sporothrix schenckii. Esta doenca tem distribuicdo mundial, ocorrendo
com maior freqiiéncia em regies tropicais e subtropicais, como na Africa e nas
Ameéricas Central e do Sul (La Hoz e Baddley, 2012). A infec¢do geralmente ocorre
pela inoculagdo poés-traumética do fungo presente em solos, plantas e materiais
organicos contaminados, sendo sua principal via de contaminacdo. A doenca também
pode ser adquirida por inalacdo de esporos, embora esta seja uma forma de transmissao
mais rara (Barros et al., 2011).

O primeiro caso de esporotricose foi relatado nos Estados Unidos por Benjamim
Schenk em 1898. Em 1990, Hektoen and Perkins relataram um segundo caso da doenca
e, apos isolamento do microrganismo, verificaram que se tratava do mesmo agente
identificado por Schenk e deram-no o nome de Sporothrix schenckii (Schenk, 1898;
Hektoen e Perkins, 1900). No Brasil, Adolpho Lutz e Splendore, em 1907, foram o0s
primeiros a relatarem o aparecimento da esporotricose em animais ao isolarem o
patdégeno da mucosa oral de ratos (Lacaz et al., 2002).

Em 1988, ocorreu uma epidemia nos Estados Unidos envolvendo 84 pacientes
em 15 diferentes estados (Burns et al., 2009). Na Africa do Sul, a estimativa de
incidéncia anual encontra-se entre 48 e 60 casos por cada cem mil habitantes (Neyra et
al., 2005). Ja no Brasil, casos epidémicos se deram entre 1998 e 2004, com mais de 750
casos reportados em humanos, sendo que a transmissao ocorreu através de picadas,
mordidas e arranhdes de animais contaminados. (Schubach et al., 2008). No estado do
Rio de Janeiro, entre 1998 e 2008, foram encontrados 246 casos de pacientes
contaminados com S. schenckii, enquanto 103 casos em animais, entre cdes e gatos,
foram encontrados no sul do pais durante os Gltimos dez anos (Oliveira et al. 2011;
Madrid et al. 2012).

O fungo S schenckii pertence ao reino Fungi e € um organismo eucaridtico
heterotréfico, imdvel, com presenca de quitina em sua parede celular. Durante varios
anos, foi incluido na divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae (Lacaz et al., 1998). Depois de

uma revisdo substancial taxonémica dos fungos por Guarro et al (1999), foi
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caracterizada na divisdo Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e
familia Ophiostomataceae.

A forma miceliar do S schenckii se desenvolve em temperaturas variando de
25°C a 30°C e ¢é caracterizada por hifas delgadas, hialinas, septadas e ramificadas, com
conidios organizados em grupos, cujo apice forma uma pequena vesicula, lembrando
pétalas de uma flor (Lopes-Bezerra et al., 2006). Macroscopicamente, as coldnias
filamentosas se apresentam, muitas vezes, com coloracdo primaria de branco a creme,
que se tornam escuras a negras e subsequéntemente enrugadas com o passar das
semanas (Morris-Jones, 2002), todavia, algumas cepas, tém a capacidade de formar
col6nias escuras desde o inicio do crescimento (Almeida-Paes et al., 2009). A coloragéo
escura nas coldnias do fungo se da pela presenca de melanina, que distinguem S
schenckii de outras espécies Sporothrix ndo patogénicas (Meyer et al., 2008).

A forma saprofitica é convertida a levedura, in vitro, por meio de meios
suplementados, como o caldo infusdo de cérebro e coracdo ou 4&gar sangue
suplementado com glicose e cisteina a 37°C (Kauffman, 1999). Nos tecidos humanos,
este fungo se apresenta na forma de levedura, que se reproduz por brotamento, tem de 4
a 6 um de didmetro, ndo forma conidios e é oval semelhante a forma de charuto. As
colbnicas das leveduras sdo lisas com coloragdo acastanhada a creme e alguns aspectos
moleculares implicam na proliferacdo e manutencdo desta forma celular (Larone, 2002;
Valentin-Berrios et al., 2009). Apesar de fatores como aeracdo, tensdo de CO,, pH,
fonte de carbono e presenca de cations divalentes influenciarem a transicédo
morfoldgica, a temperatura € o fator determinante para o dimorfismo, sendo que a
inibic&o do crescimento deste microrganismo ocorre entre 39°C e 40°C (Lopes-Bezerra
et al., 2006)

O potencial zoon6tico da esporotricose foi considerado, primeiramente, nos anos
80 e a maioria desses casos foi relatada em éareas de condi¢bes socioeconémicas
desfavoraveis das grandes cidades. Os felinos domésticos, em particular, carregam
grande numero de parasitas em suas unhas e na cavidade oral, transmitindo a
esporotricose para humanos, contudo outros animais, como cées, cavalos, camelos,
macacos e ratos, podem ser vetores para esta doencga (Reis et al., 2009; Barros et al.,
2011).

A prevaléncia da esporotricose, em sua maioria, era descrita em homens, porém
no decorrer dos Gltimos anos, a incidéncia de mulheres contaminadas com o S schenckii

tem aumentado, nivelando a portatividade da doenga em ambos os sexos (Bonifaz et al.,
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2010). Ainda assim, ha grande relacdo entre esta doenca e a atividade profissional e
recreacional do hospedeiro, pois ao analisar os fatores envolvidos na contaminagdo com
este fungo, verificou-se que a maioria dos acometidos exercia atividades diretamente
ligadas ao solo e a vegetacdo, tais como floricultura, agricultura, mineracdo, pesca e
exploracdo da madeira (Morris-Jones, 2002). No entanto, atualmente, os veterinarios,
cuidadores de animais, proprietarios de gatos e manipuladores deste patdégeno em
laboratdrios séo considerados uma nova categoria de risco para o desenvolvimento desta
infeccdo (Barros et al., 2011).

A esporotricose pode apresentar diversas manifestacfes clinicas e ser
classificada como forma cutanea, linfocutanea, fixa, mucosa ou extracutaneas (Vasquez-
del-Mercado et al., 2012). Diversos fatores, como a viruléncia e a profundidade da cepa
inoculada, a carga do indculo e o estado imunolégico do hospedeiro, podem influenciar
nas diferentes formas clinicas desta micose (Barros et al., 2011). A imunossupressao,
independente da causa, provoca pré-disposicdo para as formas mais grave da doenca
fangica, portando o alcoolismo e a diabetes também tém sido descritos como fatores de
suscetibilidade para a contaminacdo com S. schenckii (Vasquez-del-Mercado et al.,
2012).

Na forma cuténea, a lesdo limita-se ao local da inoculagdo do patdgeno e pode
se apresentar como lesdes verrucosas ou papulas, sendo a face e membros superiores e
inferiores as regides mais comprometidas. A linfocutanea é caracterizada por nddulos
eritematosos que podem ser ulcerativos ou necroticos, com posterior aparecimento de
nodulos linfaticos, resultando em linfoedema (Bonifaz et al.; 2010). J& a forma fixa é
caracterizada por ser indolor, com presenca de infiltrados, eritemas e placas violaceas
que podem se tornarem verrucosas ou ulcerativas (Roldan-Marin et al., 2009).

A esporotricose de mucosa é rara e aparece em forma de lesbes verrucosas,
granulomatosas ou ulcerativas no palato, faringe, traquéia ou nariz (Fontes et al., 2007),
enquanto as formas extracutaneas incluem esporotricose osteoarticular, pulmonar e
sistémica, sendo estas caracterizadas como 0s casos mais graves da doenca (Orofino-
Costa, 2010). A forma sistémica possui dificil diagndstico, pois se assemelha com
outras doencas infecciosas, como tuberculose, leishmaniose e paracoccidioidomicose,
ressaltando que a demora no tratamento da esporotricose pode ser fatal (Almeida-Paes
et al., 2007).

As formas mais graves da esporotricose, geralmente, ocorrem em pacientes

imunocomprometidos, sugerindo que S. schenckii € um patdgeno oportunista (Freitas et
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al., 2011). Quando sistémica, a esporotricose pode afetar o sistema nervoso central,
(Villela et al., 2007), e nervos periférios, causando meningites e neuropatias
significativas (Mauermann et al., 2007). Em pacientes HIV positivos, a forma sistémica
pode ser manifestada como uma sindrome imune inflamatéria depois de iniciada a
terapia com antiretrovirais (Gutierrez-Galhardo et al., 2010; Ldpez-Romero et al.,
2011).

Pose-se definir fatores de viruléncia como uma caracteristica presente em um
determinado microrganismo que permite ou favorece o crescimento deste patdgeno em
um hospedeiro. O fungo S schenckii apresenta varios destes fatores: a termotolerancia,
a sintese de peroxido de ergosterol, a producdo de melanina, a presenga de adesinas e
algumas proteinas. Os isolados capazes de crescer a 35°C, mas ndo a 37°C sao incapazes
de causar a esporotricose linfatica e produzirem lesbes cutaneas fixas instantaneamente
(Kwon-Chung e Bennet, 1992). Sgarbi et al (1997) analisaram os lipideos deste fungo e
identificaram o perdxido de ergosterol a partir de leveduras, o qual pode ser convertido
a ergosterol. O peroxido de ergosterol tem como funcdo proteger o fungo de espécies
reativas de oxigénio durante a fagocitose, sendo um importante fator de viruléncia
(Carlos et al., 2003).

Outro fator de viruléncia relacionado ao S. schenckii é melanizacdo de conidios,
pois estudos demonstraram que estas estruturas quando produzem melanina sdo mais
resistentes a fagocitose por macrofagos e aos compostos oxidativos que atuam como
microbicidas, permitindo os primeiros passos da infec¢do, ja que estas estruturas sao
geralmente as particulas fungicas infectantes (Romero-Martinez et al., 2000). Ambos 0s
estagios morfoldgicos tem a capacidade de sintetizar melanina, uma vez que sua
producéo nas leveduras foi demonstrada in vitro durante a infeccdo, porém apenas a fase
miceliar do fungo apresenta a producdo de melanina macroscopicamente (Morris-Jones
et al., 2003).

A aderéncia priméria dos patdgenos as células endoteliais e epiteliais, bem como
em componentes da matriz extracelular, é essencial para uma invasdo eficaz do
microrganismo. As adesinas, localizadas na superficie da célula, favorecem a adesdo do
patdgeno aos tecidos do hospedeiro e, consequentemente, facilitam a disseminacdo do
fungo (Teixeira et al., 2009, 2010). Estudos recentes tém mostrado que componentes da
parede celular de S. schenckii estdo envolvidos na aderéncia deste fungo as células

hospedeiras e na tentativa de desenvolver uma vacina contra este patdgeno, imuniza¢des
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com anticorpos monoclonais contra adesinas deste microrganismo tém obtido sucesso
em modelo experimental murino (Figueiredo et al. 2004; Nascimento et al., 2008).

A presenca de proteinas e glicoproteinas na parede fungica desempenha um
papel central na interacdo patdgeno-hospedeiro. A parede celular de ambas as fases
morfoldgicas de S. schenckii contém glucanas alcali-sollveis e insollveis (Lopes-
Bezerra, 2006). A fraccdo glicoproteica, chamada de peptidoramnomanana, contém
33,5% de L-ramnose, 57% de D-manose, 14,2% de proteina e pequenas quantidades de
galactose, e é isolada a partir da parede celular de leveduras deste fungo (Lloyd e
Bitoon, 1971). Este isolado causa depressdo na resposta imune na sexta semana de
infeccdo e pode atuar como um fator de viruléncia (Carlos et al., 1999).

Outro composto presente na parece celular de formas leveduriformes do fungo é
0 acido sialico, que diminui a acdo dos anticorpos e sdo toxicos para os macréfagos,
além de impedirem a fagocitose de leveduras ndo opsonizadas (Oda et al., 1983). A
glicoproteina de 70 kDa isolada a partir da parede celular de células leveduriformes do
S. schenckii tem uma distribuicdo uniforme sobre a superficie da célula fungica e
participa na adesdo do fungo as proteinas da matriz extracelular do hospedeiro
(Nascimento et al., 2008; Ruiz-Baca et al., 2009). Entretando, a funcdo de diferentes
proteinas de S. schenckii, em relacdo a viruléncia, ainda ndo foi esclarecida.

2.2. Sistema imunoldgico

A resposta efetiva contra organismos fungicos requer a contribuicdo coordenada
da imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata consiste de um mecanismo protetor
desenvolvido inicialmente e que coordena a ativacdo das células da imunidade
adaptativa por meio da apresentacdo de antigenos e producédo de diversos mediadores.
Este € um mecanismo inicial ndo especifico, mas muito importante para ativacdo da
imunidade celular e humoral com especificidade para antigenos do patdégeno (Green et
al., 2000; Charalampos e Roilides, 2005).

A resposta imune inata contra os fungos faz uso de varios mecanismos para
impedir a invasdo dos agentes nocivos. Estes incluem barreiras anatbmicas, como a pele
e as membranas mucosas, que evitam, mecanicamente, a introdugdo do patégeno no
organismo; o sistema complemento; a ativacdo de fagdcitos e a presenca dos receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs) (Kanneganti et al., 2007).

Os macrofagos quando ativados sdo responsaveis pela fagocitose de particulas
estranhas, apresentacdo de antigenos, producgdo de citocinas e de agentes microbicidas,
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como 0s compostos intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, como o 6xido
nitrico (Mlambo e Sigola, 2003; Carlos et al., 2009), sendo que estas espécies reativas
estdo envolvidas com propriedades fungistatica e fungicida (Kajiwara et al., 2004). O
NO apresenta alto efeito citotoxico contra o S. schenckii, sendo um potente mediador
das respostas imune e inflamatoria, levando a destrui¢cdo o microrganismo (Fernandes et
al., 2000; 2008).

As citocinas sdo mediadores solUveis essenciais na comunicacdo intercelular e
em processos fisiopatoldgicos que modulam a inflamacg&o e a resposta imune, regulando
o crescimento e a diferenciacdo de diversos tipos celulares. Evidéncias sugerem que a
resposta do hospedeiro contra fungo patogénico pode ser influenciada pelo tipo celular
envolvido e pelo perfil de producéo de citocinas (Balloy et al., 2005; Charalampos e
Roilides, 2005). Assim, torna-se claro que as citocinas desempenham papel fundamental
na regulacdo dos processos bioldgicos (Becker et al., 2003).

Além destas respostas de primeira linha, as células apresentadoras de antigenos
capturam e apresentam fragmentos imunogénicos, presentes na superficie dos
patogenos, as células que participam da resposta imune adaptativa (Guermonprez et al.,
2002). Os macrofagos podem ser ativados durante a esporotricose por linfocitos T
CD4", que liberam IFN-y, um potente ativador macréfago (Tachibana et al., 1999), e
por outras APCs, estabelecendo uma ligacdo entre as respostas imunoldgicas inata e a
adaptativa, permitindo alternativas eficazes do hospedeiro contra uma variedade de
infeccdes e agentes patogénicos (Carlos et al., 2009).

O sistema imune adaptativo exerce papel crucial na resposta imunoldgica atraves
da participacdo das células T e B. As células T possuem funcdes efetoras, enquanto as B
atuam como células de memoria. Os linfdcitos séo as Unicas células do organismo com
capacidade de reconhecer e distinguir, especificamente, diferentes determinantes
antigénicos. Ha a possibilidade do desenvolvimento de subclasses dessas células, com
funcdo de regular a resposta imune frente a determinados antigenos e atuarem como
células efetoras para eliminar microrganismos extracelulares e células neoplasicas
(Jankovic et al., 2001).

As células T podem exercer sua funcdo através da citotoxicidade, mediada por
linfocitos citotoxicos (T CD8") ou através da secre¢do de citocinas por linfécitos T
“helper” (T CD4"), que ativam macrofagos para destruir os agentes intracelulares
(Delves e Roitt, 2000; Barbeiro, 2009). As células Th podem apresentar diferentes
fendtipos e a funcdo efetora de cada linhagem das células T CD4 é diferencialmente
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mediada pelos efeitos das citocinas produzidas por cada um dos diferentes subconjuntos
celulares (Zhu et al., 2010).

Os clones Th se diferenciam em quatro categorias distintas. As células Thl
produzem IFN-y, IL-2, IL-12 e sdo eficientes na eliminacéo de patdgenos intracelulares,
via ativacdo de macrofagos. Enquanto as células Th2 liberam IL-4 e IL5 que ativam a
imunidade humoral e sdo secretadas de maneira acentuada na presenca de determinados
antigenos (Rengarajan et al., 2000). Ja as células Th17 produzem, caracteristicamente, a
IL-17, uma citocina pro-inflamatdria, e tem a IL-23 como fator de crescimento e
diferenciacdo (McGeachy e Cua, 2008). As células Treg sdo responsaveis pela producéo
de elevados niveis de TGF-B, uma citocina imunossupressora que atua sobre células
apresentadoras de antigenos e outras células T (Roncarolo e Levings, 2000).

A diferenciacdo destas subpopulacdes celulares ocorre de forma oposta, uma vez
que a producdo de IFN-y promove a diferenciacdo de células Thl e suprime o
desenvolvimento das Th2 e Th17. J4 a IL-4 promove a diferenciacdo das Th2 e suprime
a diferenciacdo das células Thl e Thl7. Enquanto isso, o TGF-B promove a
diferenciacdo das celulas Th17 e suprime a diferenciacdo de células Thl e Th2 (Zhu et
al., 2010). Assim, as citocinas sdo importantes ndo apenas como mediadores de células
T CD4 efetoras mas também em funcdo da instrucdo da aquisicdo destas diferentes
linhagens celulates (Espininosa e Riveira, 2012).

Embora algumas citocinas apresentem caracteristicas marcantes de um perfil
Thl ou Th2, muitas delas, apresentam efeitos pleiotropicos dependentes de sua dose e
tempo de secrecdo para o desenvolvimento da resposta imune (Romani, 2004;
Charalampos e Roilides, 2005). Isso evidencia a importancia do balango entre as
citocinas Thl e Th2 para o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva. Este
equilibrio se deve, em parte, pela atuacdo das células Treg, importantes reguladoras da
resposta imune indesejada in vivo durante uma patologia severa (Carrier et al., 2007).

A funcdo primaria das células Th17 parece ser a eliminacdo de patégenos com
0s quais as células Thl e Th2 ndo conseguem lidar adequadamente. Estas células sdo
potentes indutoras de inflamacdo tecidual e tém sido implicadas na patogénese de
muitas doengas auto-imunes e condicdes inflamatdrias (Korn et al., 2009). Além da IL-
17, as células Th17 produzem IL-21, IL-22, IL-26, GM-CSF, TNF-a e IL-6 (Romagnani
et al., 2009). A IL-23 tem sido reportada como responsavel pela manutencdo e

amplificacdo de células Th17 ja diferenciadas (Van Verdoonk et al., 2009).
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A IL-1p é uma citocina pro-inflamatdria liberada por muitos tipos de células
com propriedades de ativar células T, mondcitos e macréfagos, osteoclastos,
fibroblastos, células musculares, endoteliais e epiteliais. Atua como um importante
mediador durante infeccGes e inflamacdo e tem papel protetor em vérios modelos de
infeccOes bacterianas, virais e fungicas. (Dinarello, 2002; 2005). Esta citocina,
especialmente em sinergia com IL-23, tem um papel essencial na inducédo da expansao
de células de murinos e humanos Th17 (Lee et al. 2010).

A 1L-18 foi descrita como fator indutor da produgédo de IFN-y produzido por
macrofagos estimulados por microorganismos e produtos bacterianos (Martinon et al.,
2009), porém recentemente é considerada a citocina de ligagdo entre a imunidade
natural e adaptativa. Ainda assim, esta citocina parece estar envolvida no
desenvolvimento de células Thl, o que sugere o envolvimento consideravel na resposta
imunitaria protetora contra a infeccdo (Kawakami, 2002).

O IFN-y ¢ uma citocina pleiotropica que confere protecdo ao hospedeiro contra
uma variedade de infecgdes fungicas (Duplessis et al., 2011). Esta citocina possuli
multiplas atividades bioldgicas, incluindo a ativacdo da atividade antimicrobiana de
fagocitos, processamento de antigénios, ativacdo de iNOS e diferenciacdo das células
Thl. O papel importante de IFN-y na defesa contra fungos ¢é realgado pela
susceptibilidade dos camundongos deficientes em IFN-y em infec¢do com Histoplasma,
Cryptococcus, Blastomyces e Candida e pela benéfico efeito da administracdo de IFN-y
exogena a pacientes com doencas flngicas invasivas (Shao et al., 2005; Armstrong-
James et al., 2010).

O mecanismo pelo qual o TGF-B suprime a resposta imune in vitro é pouco
conhecido. Estudos recentes demonstram multiplos efeitos imunomodulatorios de
isoformas do TGF-B em varios tecidos e células alvo. As propriedades
imunorregulatorias do TGF-B incluem inibi¢do da proliferagdo de células T e B, assim
como estimula adesdo de neutrofilos a células endoteliais, o0 que limita a migracdo e o
recrutamento de células inflamatorias ao 6rgéo alvo (Carrier et al., 2007).

A reacdo de hipersensibilidade tardia (in vivo) e o teste de transformacéo
linfocitaria (in vitro), em modelo experimental de esporotricose murina, em
camundongos Swiss, mostraram que a resposta imune celular desses animais esta
deprimida entre a 4% e a 6° semanas de infeccdo, quando as células do bago destes
animais foram estimuladas com um antigeno soltvel obtido a partir do fungo em sua

forma leveduriforme (Carlos et al., 1994). Essa depressdo na imunidade indica um
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agravamento da infecgdo, com maior comprometimento do hospedeiro (Carlos et al.,
1992; 1999).

De fato, a producéo do IL-1p e TNF-a diminui drasticamente entre a 4% e 62
semanas apdés a infeccdo experimental, permitindo a multiplicagdo do fungo e
infectando tecidos do hospedeiro. Esta deficiéncia na imunidade celular em
camundongos infectados pelo S. schenckii pode ocorrer ser devido a geracdo anormal
IL-18 e TNF-a pelos macrofagos ativados, prejudicando assim a amplificacdo da
resposta imune. A situacdo oposta ocorre dois meses pos-infec¢do, quando os niveis
deste mediador aumentam, favorecendo a eliminacdo do fungo (Carlos et al., 1994).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio tém demonstrado o
envolvimento do NO e de citocinas Th1/Th2 na infeccdo sistémica utilizando
exoantigeno de S. schenckii. Maia et al. (2006) avaliaram o perfil de diferenciacdo de
linfocitos T durante a esporotricose e verificaram que células Thl produzem IFN-y que
ativam macrofagos e promovem a imunidade mediada por células. Neste trabalho foram
encontrados baixos niveis de producdo de NO na fase inicial (12 e 22 semanas) e tardia
(92 e 102 semanas) da infecgdo, ao contrario da 4% e 7% semana em que 0s niveis destes
mediadores foram elevados. A producdo de IL-4 mostrou um aumento nos niveis de
concentracdo apds a 5% e 62 semanas, 0 que sugere uma participacdo de resposta Th2
neste periodo. O estudo demonstrou que, na infeccdo experimental, a resposta imune
celular participou como um mecanismo dependente de NO, enquanto a presenca da
resposta Th2, a partir da 5% semana, sugere a participacao da resposta imune humoral em
estagios avangados da esporotricose.

Em nosso laboratério, Sassa et al. (2009) avaliaram a participacdo dos TLR4 no
reconhecimento do fungo S schenckii e observaram camundongos deficientes de TLR4
comparados aos ndo deficientes. Os resultados encontrados demonstraram que tanto
mediadores pro-inflamatorios (NO e TNF-a) quanto antiinflamatdrios (IL-10) estavam
reduzidos nos camundongos deficientes do receptor TLR4, assim como 0s niveis de
apoptose durante a infeccdo experimental com S schenckii. Em 2012, Sassa et al
apontaram a necessidade de TLR-4 para ativacdo de macréfagos em uma resposta
inflamatoria, o que é gravemente prejudicada na auséncia deste receptor de sinalizagéo,
pois camundongos deficientes em TLR4 produziram baixos niveis de IL-1B, IL-6 e
H.0O, quando as células foram expostas a antigenos do fungo e ao LPS. Estes dados

sugerem um envolvimento do TLR4 no reconhecimento do agente infeccioso.

28



Estudos indicam que as respostas imunoldgicas do hospedeiro participam do
progresso e da regressao espontanea da esporotricose, indicando que a patogenia desta
infeccdo esta intimamente ligada aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Carlos et
al., 2009). Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na prevengdo e controle de
infecgBes por S schenckii ainda ndo sdo muito bem compreendidos. No entanto, é
provavel que incluam a resposta inata, celular e humoral e estas parecem ser
desencadeadas por distintos antigenos (Carlos et al., 1992, 2003, 2009; Maia et al.,
2006). Os antigenos de superficie celular, especialmente o componente lipidico da
parede celular, parecem desempenhar importante papel na patogénese desta doenca ao
inibir o processo de fagocitose através da elevada liberagdo de 6xido nitrico em culturas
de macrofagos, sugerindo um possivel mecanismo de escape do patdgeno durante a
infeccdo fungica (Carlos et al., 2003).

2.3. Inflamassoma

O sistema imune inato possui PRRs, presentes em macrofagos, células
dendriticas e outros tipos celulares, que detectam e respondem a presenca de PAMPs.
Ha pelo menos quatro grandes familias de PRRs, que operam de forma cooperativa para
reconhecer patdgenos e sinais de stress produzidos pelas células durante infeccdo ou
injuria celular: Toll-like (TLRs), RIG-I-like (RLRs), lectina-C (CLRs) e mais
recentemente, 0s NOD-like (NLRs) (Levitz, 2010; Romani, 2011).

Os NLRs sao receptores citosolicos expressos que formam complexos
multiprotéicos chamados inflamassomas, os quais compreendem uma grande familia de
proteinas intracelulares (Kumar et al., 2011). A descoberta destes PRRs citosolicos
sugeriu que os microrganismos que evadissem da deteccdo de receptores extracelulares
encontrariam uma segunda linha de reconhecimento dentro do citosol do hospedeiro
(Philpott et al., 2000). Em geral, os PAMPs, sdo vitais para a sobrevivéncia microbiana,
podendo ser, por exemplo, estruturas de acidos nucléicos Unicas aos patdgenos ou
componentes da parede celular diferente de células do hospedeiro (Lamkanfi e Dixit,
2009).

Além da proteina NLR, o inflamassoma é composto pela molécula adaptadora
ASC e pela enzima caspase-1. O adaptador ASC corresponde a proteinas associadas a
apoptose com dominios de recrutamento e ativacdo de caspases facilitando a montagem
do inflamassoma (Paiva-Oliveira et al, 2012). A ativagdo de NLR leva ao recrutamento

da ASC e da caspase-1, formando complexos protéicos pentamérico ou heptamérico. A
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formacdo dessa plataforma molecular é mediada por inimeros ligantes enddgenos e
exogenos induzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias e recrutamento de
populacdes celulares associadas com a resposta imunoldgica e reparo tecidual (Davis et
al., 2011; Strowig et al., 2012).

O inflamassoma é um importante regulador da inflamacg&o e possui a fungéo de
agrupar e ativar a caspase-1, culminando com a maturacdo da pro-1L-1p e pro-1L-18 em
suas formas ativas, IL-1p e IL-18 respectivamente. Estas interleucinas contribuem na
defesa do hospedeiro contra as infecgGes por aumentar as propriedades antimicrobianas
dos fagocitos e iniciar as respostas imunes adaptativas Thl e Thl7 (Veerdonk et al.,
2011).

Eventualmente a ativacdo do inflamassoma induz um tipo de morte celular
denominada piroptose, que tem como principais caracteristicas a ruptura da membrana
plasmatica e a liberacdo do conteudo intracelular pré-inflamatorio. Ao contrario da
morte celular por apoptose, a piroptose é dependente da ativacdo do complexo da
caspase-1 estando geralmente associado a um estado altamente inflamatorio,
frequentemente devido a infeccdo por patdgeno facultativo intracelular como Shigella
flexneri, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes
(Bergsbaken et al., 2009; Galluzzi e Kroemer, 2009).

Atualmente, o inflamassoma tem sido implicado em respostas a um largo
espectro de agentes infecciosos, incluindo a agentes patogénicos bacterianos como
Saphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia pneumoniae, Citrobacter rodentium (He et al., 2010, Toma et al,. 2010;
Kayagaki et al.,. 2011; Shimada et al., 2011), fungos como Candida albicans e
Aspergillus fumigatus (Gross et al., 2009; Said-Sadier et al., 2010); virus como a gripe
A encefalomiocardite e 0 da estomatite vesicular (Ito et al., 2012; Rajan et al., 2011), e
0s parasitas Schistosoma mansoni e Dermatophagoides pteronyssinus (Ritter et al.,
2010; Dai et al., 2011).

Acredita-se que multiplos inflamassomas distintos podem existir, cada um
contendo uma proteina chave da superfamilia dos NLRs que confere especificidade de
reconhecimento para um produto microbiano particular. A proteina NLRP1 parece
ativar o inflamassoma em resposta a toxina letal do antrax (Boyden e Dietrich, 2006) e
ao muramildipeptideo bacteriano (Faustin et al., 2007). Em contraste, a proteina NLRP3

tem sido relacionada ao reconhecimento de uma vasta gama de estimulos incluindo
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RNA bacteriano (Kanneganti et al., 2006), DNA viral (Muruve et al., 2008), cristais de
acido urico (Martinon et al., 2006), proteina B-amildide e silica (Halle et al., 2008).

Embora a montagem do inflamassoma ocorra a partir da ativacdo de seus
receptores, a sua atuagdo € regulada por diversos fatores influenciados pelo
microambiente. Isto explica porque um mesmo tipo de estimulo pode determinar
alteracdes fisiopatologicas e manifestacdes clinicas diversas. De fato, a regulacdo do
inflamassoma pode ser positiva (estimulagdo) ou negativa (inibicao) interferindo na
ativagcdo do complexo da caspase-1 (Martinon et al., 2009).

O inflamassoma estabelece relagbes importantes com diversas doencas. Em
modelo experimental de candidiase oral, testou-se o papel do inflamassoma e verificou-
se que a caspase-1 teve um papel importante no controle da carga fangica (Hise et al.,
2009). No entanto, pouco foi feito para avaliar o papel do inflamassoma na defesa
antifangica, portanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar a contribuicdo
destas proteinas intracelulares durante infecces com fungos, virus, bactérias e
parasitas. Por apresentar um envolvimento estreito com diversas patogénias, pela
ativacdo de vias intracelulares e provocar um tipo de morte celular alternativo, o
inflamassoma vem sendo um alvo potencial para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas para diferentes doengas.
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3. Objetivo
Avaliar a envolvimento do inflamassoma e citocinas na resposta imunolégica
induzida pelo fungo S. schenckii em modelo experimental utilizando camundongos

Balb/c infectados e ndo infectados.

3.1. Objetivos especificos

« Verificar a citotoxicidade dos antigenos fungicos frente as células do exsudato
peritoneal, apos aderéncia, e células esplénicas totais;

e Analisar a estimulacdo de macrofagos através da liberacdo de 6xido nitrico frente
aos diferentes antigenos fungicos estudados;

e Verificar o envolvimento do inflamassoma presente nos macréfagos na resposta
imunoldgica inata por meio da atuacdo da caspase-1;

e Analisar a interacdo entre macréfagos e linfocitos T em uma populagdo mista, por
meio da producéo das citocinas: IL-1pB, IL-18, IFN-y, IL-17, IL-23 e TGF-p.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Delineamento experimental

O fungo S. schenckii foi mantido na sua forma miceliar em &gar Mycosel® e
este tapete fungico, posteriormente, foi transferido para meio BHI para a reversao em
sua fase leveduriforme. A partir desta massa de leveduras foram extraidos os antigenos
fangicos, o extrato lipidico (EL) e a frag&o alcali-insolavel (F1), que foram utilizados
em todos o0s experimentos realizados neste trabalho. Os animais utilizados foram
camundongos Balb/c machos e estes foram divididos em dois grupos, o grupo infectado
e 0 grupo ndo infectado. O primeiro grupo recebeu a inoculacdo intraperitoneal de 10’
leveduras do fungo S. schenckii, enquanto o segundo recebeu a inoculacéo, pela mesma
via, de 100 pL de PBS. Os animais foram eutanasiados na 22, 42 62 e 8% semanas pos-
infeccdo e tiveram as células do exsudato peritoneal e as células esplénicas totais
utilizadas nos experimentos.

Os macrofagos peritoneais foram obtidos a partir das células do exsudato
peritoneal por meio de aderéncia em placa de cultura estéril. A cultura de macrofagos
assim estabelecida foi pulsada frente aos estimulos fangicos (EL e F1),
lipopolissacarideo (LPS) como controle positivo ou apenas meio de cultura (RPMI-C)
como controle negativo. Desta cultura, o sobrenadante foi utilizado para a dosagem da
producdo de NO pela reacdo de Griess, enquanto que as células aderentes foram
utilizadas para o teste de viabilidade celular pelo método do MTT. Além disso, 0s
macrofagos peritoneais foram utilizados para verificar o envolvimento do inflamassoma
na esporotricose por meio da caspase-1 ativa.

Com as celulas esplénicas totais, majoritariamente linfocitos, foi realizada uma
cultura celular frente aos antigenos do fungo (EL e F1), concanavalina A (Con-A)
utilizada como controle positivo e apenas meio de cultura (RPMI-C) como controle
negativo. Estas células foram utilizadas para o teste de viabilidade celular através do
método do MTT. Com ambos os tipos celulares, células do exsudato peritoneal e
esplendcitos totais, foi realizada uma cocultura celular e esta foi exposta aos estimulos
fangicos EL e F1, LPS e Con-A como controles positivos ou apenas meio de cultura
como controle negativo. Apos este periodo, o sobrenadante da cocultura foi coletado e
utilizado para determinar a producdo das seguintes citocinas: IL-1p, IL-18, IFN-y, IL-
17, IL-23 e TGF-p.
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Figura 1 - Delineamento experimental
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4.2. Microrganismo e condicdes de cultura

O fungo S. schenckii 1099-18 foi isolado de um caso humano de esporotricose
na secao de Micologia do Departamento de Dermatologia da Columbia University, New
York, USA; e cedidas pela Dra. Celuta Sales Alviano do Instituto de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil; ao laboratorio de Imunologia
Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Araraquara. A forma
miceliar deste micro-organismo foi cultivada em meio agar Mycosel® em temperatura
ambiente, enquanto a forma leveduriforme foi mantida em meio BHI (Brain Heart

Infusion, Difco) liquido a 37°C sob agitacdo constante de 150 rpm.

4.3. Animais

Camundongos Balb/c, machos, pesando entre 18 e 25 g, com aproximadamente
quatro semanas de idade, procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica), UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo, foram utilizados em todos
0s experimentos. Estes animais foram mantidos em gaiolas com condi¢des ambientais
de temperatura e umidade estaveis (23 + 2°C e 56 + 2% de umidade relativa do ar) e
ciclos de claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam agua esterilizada e ragédo
(Purina), ad libitum. Os animais foram eutanasiados em cdmara de CO, sendo todos os
procedimentos realizados de acordo com as regras da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP,
Parecer Comité de Etica n° 16/2012.

4.4. Grupos experimentais

Foram utilizados dois grupos experimentais: o grupo ndo infectado e o grupo
infectado pelo fungo S. schenckiii. Os animais do grupo infectado foram inoculados,
intraperitonealmente, com 100 pL da suspensdo fungica em solucdo salina tamponada
de fosfatos (PBS), pH 7,4 estéril; contendo 10 células leveduriformes de S schenckii.
Os animais do grupo néo infectado receberam a inoculagédo intraperitoneal de 100 pL de
PBS. Os animais infectados e ndo infectados foram eutanasiados na 22, 42 6% e 8
semanas poés-infeccdo para a coleta das células do exsudato peritoneal e esplendcitos

totais para analise da resposta imunoldgica.

4.5. Obtencao dos antigenos de S. schenckii
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4.5.1. Extrato lipidico

O extrato lipidico (EL) foi extraido a partir da massa de células leveduriformes
de S schenckii, obtidas por centrifugacdo da cultura do fungo em BHI (37°C), por
extracdes sucessivas em “Waring Blendor” com 10 volumes (mL/g de peso umido) dos
seguintes sistemas solventes: cloroférmio:metanol (C:M) (2:1, viv) e (1:1, viv) e
cloroférmio:metanol:agua (C:M:H) (4:8:3, v/v) e concentrados, em rotaevaporador, até
a secura (Carlos et al., 1999). O residuo lipidico foi ressuspenso em meio RPMI e
sonicado até obtencdo de uma solu¢do homogénea. A concentracdo final de uso do EL
foi acertada para 5 pg/mL (Kanetsuna et al., 1969; Carlos et al., 1999).

4.5.2. Fracdo alcali insoluvel

Para a extracdo da fracdo alcali-insoluvel (F1), as leveduras do fungo S
schenckii foram maceradas para a obtencdo da massa celular que foi pesada e tratada
com cloroférmio:metanol (C:M) (2:1, viv) e (1:1, v/v), e cloroférmio:metanol:agua
(C:M:H) (4:8:3, v/v) para retirada dos lipideos da parede celular e apds centrifugacéo a
405 xg por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. Este processo foi repetido por trés
vezes. O residuo foi tratado com NaOH 1N sob leve agitacdo durante 2 horas e
posteriormente centrifugado a 405 xg durante 5 minutos, este processo foi repetido por
quatro vezes. Os residuos alcali-insoluveis de cada centrifugacdo foram unidos e
lavados com agua destilada até neutralizacdo do pH (7.0). Em seguida, o residuo total
foi lavado com etanol absoluto, acetona e éter etilico e em seguida foi seco a
temperatura ambiente. Este residuo é composto principalmente por quitina e [3-glucanas
e é denominado de fracdo alcali-insolavel (F1). Esse residuo foi ressuspenso em PBS e
sonicado até obtengdo de uma solucdo homogénea. A concentracdo final de uso do F1
foi acertada para 20 pg/mL. (Kanetsuna et al., 1969; Carlos et al., 1999).

4.6. Obtencao das células do exsudato peritoneal

Os animais infectados e controle, na 28, 42 6% e 8% semanas de estudo, foram
previamente inoculados, via intraperitoneal, com 3 mL de tioglicolato de sodio 3%
(Difco Lab. LTDA), trés dias antes de serem eutanasiados em camara de CO, ApGs
eutandsia, estes animais tiveram a pele da regido abdominal retirada assepticamente em
camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco) e o peritbneo exposto. Posteriormente,
foram inoculados 5,0 mL de PBS estéril, pH 7,4; gelado, na cavidade abdominal,

aplicando-se leve massagem para estimular a liberagdo das células peritoneais. A
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suspensdo celular resultante foi coletada com auxilio de agulha e seringa, transferida
para tubo cénico estéril de 15 mL (Corning, Inc.) e centrifugada a 700 xg durante 5 min
(Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). O sedimento celular foi lavado 3 vezes com 3 mL de
PBS estéril. Apos a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio
de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 2f-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10°M,
penicilina 100U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-glutamina 2 mM
(Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cultilab), sendo o meio assim composto designado
de RPMI-1640 completo (RPMI-1640C) para a contagem de células em camara
hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Germany). A concentracdo celular foi ajustada

para 5x10° células/mL em RPMI-C para a realizacdo dos testes propostos.

4.7. Obtencao dos esplendcitos totais

Os animais, infectados e controle, na 28, 42 62 e 82 semanas de estudo, foram
eutanasiados em camara de CO,. Ap06s a eutanésia, o peritonio foi exposto e aberto para
a extracdo do bago de forma asséptica em camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco).
Os bacos foram retirados e macerados em 2 mL de RPMI-1640C, com auxilio de pinca
em placa de Petri estéril (Corning, Inc.), para a liberacdo das células. Apos a
maceragdo, a suspensdo celular foi homogeneizada e entdo transferida para tubos
Falcon de 15 mL (Corning, Inc.) estéreis e centrifugada por 5 min a 400 xg. As células
foram lavadas com solucdo hipotdnica de cloreto de aménio (0,83%) para lisar as
hemacias. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com meio de cultura RPMI-
1640C nas mesmas condi¢cOes anteriores. ApOs a ultima lavagem, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640C, contadas em camara de
Neubauer (Boeco, Germany) e ajustadas & concentracdo de 1x10’ células/mL para a
realizacdo dos testes propostos.

4.8. Obtencao do sobrenadante da cocultura

Ap0s a obtencdo das células do exsudato peritoneal (item 4.6) e dos esplendcitos
totais (item 4.7) dos animais infectados e controle, nas 22, 42, 62 e 82 semanas de estudo,
foram cultivados 500 pL das células do exsudato peritoneal, na concentragdo de 5x10°
células/mL em RPMI-1640C, em placas de cultura de tecidos de 48 cavidades (Corning,
Inc.) por 2 horas a 37 °C com 5 % de CO,. Em seguida, os sobrenadantes foram
descartados e as células aderentes foram acrescentados 500 pL do EL (2,5 pg/mL), F1

(10 pg/mL), LPS (5 ug/mL - controle positivo), Con-A (0,5 pg/mL — controle positivo)
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ou somente meio de cultura RPMI-C (controle negativo), juntamente com 500 uL dos
esplendcitos totais, na concentracdo de 1x10’ célulassmL em RPMI-C, obtidos de
animais infectados e controle, respectivamente. As placas foram entdo incubadas por 24
horas a 37°C em estufa com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apds
este periodo, os sobrenadantes das coculturas foram transferidos para tubos Eppendorf®
e centrifugados a 4°C durante 10 min a 35060 xg, aliquotados e estocados em freezer a

— 80°C para dosagem das citocinas.

4.9. Avaliacdo da viabilidade das células do esxudato peritoneal

A viabilidade celular das células do esxudato peritoneal apds aderéncia foi
verificada pela metodologia do MTT (Mosmann, 1983), que consiste na capacidade que
as células viaveis tem de clivar o anel tetrazolico presente no sal de MTT (brometo de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio) pela acdo de enzimas desidrogenases
presentes na mitocondria ativa, formando cristais de formazana. Em placa de cultura de
tecido de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram distribuidos 100 uL por
cavidade das suspensbes de células exsudato peritoneal de animais infectados e
controle, ajustadas & concentracdo de 5x10° células/mL em meio de cultura RPMI-
1640C, em presenca de 100 puL do EL (2,5 pg/mL), F1 (10 ug/mL), LPS (5 pg/mL -
controle positivo) ou somente meio de cultura RPMI-1640C (controle negativo). As
placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa contendo tensdo constante de 5% de
CO, (Forma Scientific). ApoOs esta incubagdo, 50 pL dos sobrenadantes foram
separados para posterior dosagem de NO, sendo o restante descartado. As células
aderentes expostas aos diferentes estimulos foram adicionados 100 puL de uma solugéo
de MTT a 1 mg/mL diluida em PBS e RPMI-C na proporcéo de 1:5. A placa foi entéo
incubada por mais 3 horas nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apos esta incubacdo, 0s
sobrenadantes foram descartados e as células aderentes do exsudato peritoneal foram
tratadas com 100 pL de isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os
cristais de formazana formados. A leitura da densidade Optica foi determinada em
espectrofotdmetro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visivel para microplacas em
540 nm, com filtro de referéncia em 620 nm.

4.10. Avaliacéo da viabilidade dos esplendcitos totais
Em placa de cultura de tecidos de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.)

foram distribuidas 100 pL por cavidade das suspensdes de células do bago de animais
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infectados e controle, ajustadas & concentracdo de 1x10’ células/mL em meio de cultura
RPMI-C e em presenga de 100 uL. do EL (2,5 ug/mL), F1 (10 pg/mL), Con-A (0,5
ug/mL — controle positivo) ou somente meio de cultura RPMI-1640C. As placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C em estufa com tensdo constante de 5% de CO2 (Forma
Scientific). Apos este periodo, foram acrescidos 20 pL por cavidade de uma solugédo de
MTT a 5 mg/mL diluida em RPMI-C. A placa foi entdo incubada por mais 3 h nas
mesmas condi¢cdes anteriores. Ao término desta incubacdo, as placas foram
centrifugadas a 800 xg por 10 min a 10 °C em centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.). Os
sobrenadantes foram descartados com auxilio de micropipeta, e foram entdo
adicionados 100 pL de isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais
de formazana. A leitura da absorvancia foi feita em espectrofotémetro UV/visivel para
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems) em 540 nm com filtro de referéncia de 620

nm.

4.11. Determinacdo da producéo de éxido nitrico

O 6xido nitrico foi quantificado espectrofotometricamente através do acumulo
de nitrito no sobrenadante da cultura de células do exsudato peritoneal apos aderéncia
pela reacdo de diazotacdo com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida (Merck),
0,1% de dicloro N(1-naftil-1-etilenodiamina) (Merck), 2,5% &cido orto-fosférico
(Mallinckrodt Chemical) e agua deionisada g.s.p 100 mL) (Green et al., 1982). As
células do exsudato peritoneal, obtidas conforme descrito no item 4.6, de animais
infectados e controle, foram cultivadas a 5x10° células/mL em RPMI-C, por 24 horas,
na presenca do EL (2,5 pg/mL), F1 (10 pg/mL), LPS (5 pg/mL - controle positivo) ou
somente meio de cultura RPMI-C, a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds
esta incubagdo, aliquotas de 50 puL do sobrenadante da cultura destas células foram
transferidas para outra placa de cultura de células estéril contendo 96 pocos de fundo
plano (Corning, Inc.) e acrescentou-se 50 uL da solucdo de Griess. Apo6s 10 minutos de
incubagdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi feita a leitura da absorvancia
em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems) em
540 nm. As concentraces de 6xido nitrico liberadas nos sobrenadantes das culturas
celulares foram calculadas a partir de uma curva padrdo previamente estabelecida com
concentracdes molares de nitrito de sédio conhecidas e os valores foram expressos em

umols de nitrito/5x10° células.
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4.12. Ativagéo de caspase-1 mediada por inflamassoma

Apls a obtencdo e aderéncia das celulas do exsudato peritoneal (item 4.6) dos
animais infectados e ndo infectados, nas 22 42 62 e 8% semanas de estudo, foram
cultivados 500 pL das células do exsudato peritoneal, na concentragio de 2x10°
células/mL em RPMI-C, em placas de cultura de tecidos de 48 cavidades (Corning, Inc.)
por 2 horas a 37 °C com 5 % de CO,. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e
as células aderentes foram acrescentados 500 pL do EL (2,5 pg/mL), F1 (10 pg/mL), LPS
(5 pg/mL - controle positivo) ou somente meio de cultura RPMI-C (controle negativo).
As placas foram entdo incubadas por 2 horas a 37°C em estufa com tensdo constante de
5% de CO, (Forma Scientific). Decorrido este periodo, para visualizar o percentual de
células com caspase-1 ativa por meio de citometria de fluxo, o sobrenadante de cada poco
foi transferido para tubos de citometria. Em seguida, as células foram lavadas com 1 mL
de PBS estéril gelado e acrescentou-se 80 pL de tripsina por poco e incubou-se em estufa
a 37° C com 5 % CO, durante 10 minutos. Apos esta incubacdo, foram acrescentados 500
uL de meio RPMI, as células foram homogeneizadas e estas foram transferidas para os
respectivos tubos de citometria. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 300 xg e 0s
sobrenadantes descartados. As células foram acrescentados 300 pL de meio RPMI e entéo
adicionados 10 pL do reagente Flica (FAM-YVAD-fmk caspase-1 FLICA™ Kit,
Immunochemistry Technologies), pois as células com caspase-1 ativa se ligam
covalentemente a este reagente. As suspensdes celulares foram homogeneizadas e
incubadas por 1 hora em estufa a 37°C com tensdo constante de 5 % CO,. Em seguida, as
células foram lavadas com 2 mL Wash Buffer 1X e centrifugadas por 5 minutos a 300 xg,
descartou-se o sobrenadante e procedeu-se nova lavagem com 1 mL Wash Buffer 1X.
Apols a ultima lavagem, repetiu-se a centrifugacdo e novamente o sobrenadante foi
descartado. As células foram ressuspendidas em 400 pl. de Wash Buffer 1X,
homogeneizadas e mantidas em gelo e ao abrigo da luz. A leitura dos resultados foi
realizada por citometria de fluxo (FACSCanto BD) e para analise dos dados foi utilizado
o0 programa FACSDiva (BD).

4.13. Determinacao da liberagéo de citocinas

As citocinas IL-1B, IL-18, IFN-y, IL-17, IL-23, TGF-B foram quantificadas nos
sobrenadantes da cocultura de células do exsudato peritoneal apOs aderéncia e
esplendcitos totais, obtidos conforme descrito no item 4.8, ajustados a concentracdo de
5x10° células/mL e 1x10’ células/mL, respectivamente, em RPMI-C apés 24h de
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cultura em presenca dos estimulos j& citados. Para quantificar a producdo de cada
citocina, foram utilizados testes imunoenzimatico ELISA sandwich (eBioscience®), de
acordo com as instrucdes do fabricante. As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram
adsorvidas com 100 pl/cavidade de anticorpo de captura, monoclonal, obtidos de rato,
anti-citocina de camundongo, na concentracdo adequada para cada citocina, diluido em
tampédo fosfato de sodio (pH 6,5) ou carbonato de sodio (pH 9,6), conforme indicado
pelo fabricante, e incubadas overnight a 4 °C. No dia seguinte, as placas foram lavadas
3 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (tampé&o de lavagem) e bloqueadas com
200 pL/cavidade com diluente de ensaio (tampédo PBS acrescido de 10% de soro fetal
bovino inativado, Sigma-Aldrich, pH 7,2 a 7,4) a temperatura ambiente por 60 min.
Apos a incubacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampdo de lavagem e em
seguida foram adicionados 100 pL/cavidade do padrdo de citocinas ou dos
sobrenadantes das coculturas celulares a serem testados. As placas foram entdo
incubadas a temperatura ambiente por 120 min e entdo foram lavadas 5 vezes com
tampao de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 pL por cavidade de anticorpo
monoclonal de cabra (anticorpo anti-citocina de camundongo) marcado com biotina e
diluido a concentracdo adequada de cada citocina em diluente de ensaio. As placas
foram incubadas por mais 60 min a temperatura ambiente e posteriormente lavadas mais
5 vezes com tampdo de lavagem, sendo entdo adicionados 100 pl/cavidade do
conjugado peroxidase-estreptavidina e incubadas novamente a temperatura ambiente
por 60 min. Apds este periodo de incubacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com
tampédo de lavagem e em seguida foram adicionados 100 pL por cavidade do substrato
[10 mM de tampao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (Sigma) e
1,2 mM de H,0, (Mallinckrodt Chemical)] e incubados por 30 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A reacgéo foi interrompida adicionando-se 50 pL de H,SO4
2N por cavidade. Nestas reacfes ha formacdo de cromoéforos, que tiveram sua
absorvancia lida em espectrofotébmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent,
Labsystems) em 450 nm. As concentracdes de cada citocina foram quantificadas com
base em uma curva padrdo previamente estabelecida e os resultados foram expressos em

pg/mL.

4.14. Analise estatistica
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A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat, aplicando-se analise de variancia com determinacdo do

nivel de significancia para p<0,05, através de comparagdes multiplas (teste de Tukey).
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5. Resultados

5.1. Determinacéo da viabilidade das células do exsudato peritoneal

A determinacdo da viabilidade das células do exsudato peritoneal, apos
aderéncia, obtidas de camundongos Balb/c, foi realizada em diferentes periodos da
infeccdo com o fungo S schenckii e do grupo ndo infectado. As células foram mantidas
em cultura por 24 horas em presenca dos antigenos do fungo EL e F1, do LPS como
controle positivo ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados
obtidos foram expressos em percentual de viabilidade como média + desvio padrdo de
cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 2. Considerando-se como a
maior viabilidade celular (100%) aquelas culturas celulares realizadas somente em
presenca de meio RPMI-C, foram calculados os demais percentuais das substancias
testadas no presente estudo.

As células dos animais infectados, quando tratadas com o EL, foram
suscetiveis a presenca deste estimulo na cultura celular, com menor viabilidade
observada durante todas as semanas (exceto na sexta), principalmente na segunda
(p<0,001) e quarta semanas (p<0,05) quando comparadas ao controle negativo. Quando
comparado as células dos animais infectados expostas ao mesmo antigeno durante as
outras semanas, a maior citotoxicidade ocorreu na segunda (p<0,001 entre a segunda e
demais semanas). Em relacdo a exposicdo das células dos animais infectadas ao F1,
pode-se observar viabilidade diminuida na segunda e quarta semanas de infecgéo,
porém esta reducdo ndo foi estatisticamente significativa.

As celulas dos animais ndo infectados ndo apresentaram diferencgas
significativas na viabilidade quando expostas aos estimulos citados. Apenas as células
ndo infectadas tratadas com o EL apresentaram pequena variacao na viabilidade, sendo
0s menores valores encontrados na segunda e quarta semanas do estudo, sem diferencas
significativas em relacdo as demais semanas. Quando expostas ao F1, apresentaram
100% de viabilidade durante todas as semanas estudadas, indicando que, nas
concentracdes estudadas, estes compostos ndo apresentaram toxicidade para estas
celulas. Tanto as células dos animais infectados quanto dos ndo infectados, quando
estimuladas com LPS, mostraram-se totalmente vidveis durante todas as semanas

estudadas.
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Figura 2 — Viabilidade das células do exsudato peritoneal, ap6s aderéncia, de
camundongos Balb/c infectados e ndo infectados com o fungo S. schenckii durante oito
semanas. As PECs, apds aderéncia, dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em
presenca do EL, F1, LPS ou somente em presenga do meio RPMI-1640C. Cada animal estudado foi
avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste e esses resultados apresentam valores de trés
experimentos independentes Os resultados foram expressos em percentual (%) como média + desvio
padrédo de cinco animais por semana (* p<0,05; *** p<0,001).
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5.2. Determinac&o da viabilidade dos esplendcitos totais

A determinacdo da viabilidade das células esplénicas totais, obtidas de
camundongos Balb/c, foi realizada em diferentes periodos da infec¢cdo com o fungo S
schenckii e do grupo ndo infectado. As células foram mantidas em cultura por 24 horas
em presenca dos antigenos do fungo EL e F1, Con-A como controle positivo ou
somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados obtidos foram expressos
em percentual de viabilidade como média + desvio padrdo de cinco animais por grupo
por semana estudada na Figura 3. Considerando-se como a maior viabilidade celular
(100%) aquelas culturas celulares realizadas somente em presenca de meio RPMI-C,
foram calculados os demais percentuais das substancias testadas no presente estudo.

Quando as células dos animais infectados foram expostas aos antigenos
fangicos, observou-se menor viabilidade em todas as semanas quando comparadas aos
controles negativos, porém sem diferencas significativas. Observou-se que a
citotoxicidade foi mais pronunciada quando as células dos animais infectadas foram
expostas ao EL do que a F1 em todas as semanas de estudo, sem diferencas
significativas.

As células dos animais ndo infectados apresentaram menor viabilidade quando
expostas aos antigenos do fungo, com excecdo da segunda semana. Na oitava semana,
quando expostas ao EL, observou-se redugdo da viabilidade destas células quando
comparada ao controle negativo (p<0,001) e as células expostas a0 mesmo estimulo na
segunda (p<0,001), quarta (p<0,05) e sexta semanas (p<0,05). Em relacdo ao F1, as
células ndo infectadas apresentaram menor viabilidade na quarta e oitava semanas
guando comparada aos controles negativos (p<0,01).

Com a exposicdo das celulas dos animais infectados & Con-A, verificou-se que
apresentaram diminuicao da viabilidade celular quando comparada ao controle negativo
em todas as semanas, no entanto sem diferencas significativas. As células obtidas dos
animais ndo infectados expostas a este mesmo estimulo, na oitava semana, apresentaram
menor viabilidade quando comparada ao controle negativo (p<0,01) e as células

expostas ao mesmo estimulo na quarta e sexta semanas (p>0,01).
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Figura 3 — Viabilidade dos esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e néo
infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. Os esplenécitos dos animais infectados
e ndo infectados foram cultivados em presenga do EL, F1, Con-A ou somente em presenca do meio RPMI-
1640C. Cada animal estudado foi avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste e esses
resultados apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em
percentual (%) como média *+ desvio padrdo de cinco animais por semana (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
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5.3. Determinagdo da producao de 6xido nitrico

A determinacdo da liberacdo do NO foi realizada nos sobrenadantes de culturas
das células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, obtidas de camundongos Balb/c em
diferentes periodos da infec¢do com o fungo S. schenckii e do grupo néo infectado. As
células foram mantidas em cultura por 24 horas em presenga dos antigenos do fungo,
EL e F1, do LPS como controle positivo ou somente meio RPMI-C como controle
negativo. As concentracfes de nitrito foram obtidas atraves de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentracfes molares conhecidas de nitrito de sodio
(NaNO2) e os resultados obtidos foram expressos em percentual de viabilidade como
média £ desvio padrédo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 4.

No grupo dos animais infectados verificou-se que a producdo de NO foi elevada
quando as células foram expostas aos antigenos fungicos, principalmente entre a quarta
e sexta semanas. Quando expostas ao EL ocorreu maior producdo de NO entre a quarta
e sexta semanas, com diferenca significativa em relagdo a producdo desta molécula
pelas células expostas a0 mesmo estimulo durante as outras semanas (p<0,001 entre a
segunda e quarta e p<0,05 entre a sexta e oitava semana) e aos respectivos controles
negativos de cada semana (p<0,001). Quando estimuladas com F1 houve pequena
producdo de NO na segunda semana seguida niveis elevados nas outras semanas, com
pico de concentragdo na sexta semana (p<0,001 entre a quarta e sexta semanas) e com
diferencas significativas (p<0,001) entre a sexta e oitava semanas quando comparadas
aos controles negativos.

Nos camundongos néo infectados a produgdo de oxido nitrico foi baixa durante
todas as semanas. Quando as células ndo infectadas foram expostas ao EL, ndo foi
possivel detectar a producdo de NO durante toda a cinética. O F1 foi o Unico antigeno a
induzir a producdo desta molécula pelas células ndo infectadas, principalmente na sexta

semana, mas sem diferencas significativas.
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Figura 4 — Producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, de
camundongos Balb/c infectados e ndo infectados com o fungo S. schenckii durante oito
semanas. As PECs, apbs aderéncia, dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca do
EL, F1, LPS ou somente em presenca do meio RPMI- 1640. Cada animal estudado foi avaliado em triplicata
no momento da execucdo do teste e esses resultados apresentam valores de trés experimentos independentes.
As concentracBes de nitrito foram obtidas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentracdes molares conhecidas de NaNO2 e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células,
como media * desvio padrdo de cinco animais por semana ( *p<0,05; *** p<0,001).
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5.4. Determinacao de caspase-1 ativa mediada pelo inflamassoma

A determinacdo da caspase-1 ativa foi realizada nas células do exsudato
peritoneal, apos aderéncia, obtidas de camundongos Balb/c em diferentes periodos da
infeccdo com o fungo S. schenckii e do grupo ndo infectado. As células foram mantidas
em cultura por 2 horas em presenca dos antigenos fungicos, EL e F1, do LPS (controle
positivo) ou somente meio RPMI-C (controle negativo). A presenca de caspase-1 ativa
nas PECs foi avaliada empregando-se a técnica de citometria de fluxo, através da
ligagdo covalente do reagente FLICA, substancia célula permeével, as caspase-1 ativas,
proporcionando coloragdo esverdeada. Os resultados obtidos estdo representados na
Figura 5 e foram expressos como média + desvio padréo do percentual de células com
caspase-1 ativa.

Nas células dos animais infectadas, quando expostas ao EL e a F1, o percentual
de caspase-1 ativa foi mais elevado na segunda semana, com menores niveis na quarta
(p<0,001 entre segunda e quarta semanas) e sexta semanas, atingindo maiores
percentuais na oitava semana (p<0,001 entre sexta e oitava semanas). Ainda nestes
animais, verificou-se que houve maior percentual de células com caspase-1 ativa
quando expostas ao EL na segunda (p<0,001), quarta (p<0,05) e sexta semanas
(p<0,001) quando comparadas aos controles negativos. Quando expostas ao F1, o maior
percentual de caspase-1 ativa, quando comparadas ao controle negativo, ocorreu na
segunda e quarta semanas (p<0,001).

O percentual de células dos animais infectados com caspase-1 ativa quando
expostas aos antigenos do fungo foi semelhante entre as semanas estudadas, com
excecdo da quarta semana, em que houve maior quantidade de caspase-1 ativa frente as
células expostas ao F1 do que ao EL. Do mesmo modo, o percentual de células dos
animais infectados com caspase-1 ativa quando expostas aos antigenos do fungo foi
maior que nas células expostas ao LPS durante todas as semanas estudadas. Observou-
se que nas células dos camundongos infectados houve um percentual maior de caspase-
1 ativa quando expostas somente ao RPMI durante todas as semanas de estudo pelo fato
de serem originadas de animais acometidos pela esporotricose.

Entre os camundongos ndo infectados foram observados baixos percentuais de
células com caspase-1 ativa durante as oito semanas de estudo. Quando expostas ao EL
apresentaram maior percentual celular com caspase-1 ativa, quando comparadas ao
controle negativo, na quarta (p<0,01) e sexta (p<0,05) semanas. J& quando foram
expostas ao F1 apresentaram diferencas significativas durante todas as semanas quando
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comparadas com os respectivos controles negativos (p<0,001). Quando expostas ao EL,
houve baixo percentual de células com caspase-1 ativa na segunda semana, seguida de
maiores porcentagens nas outras semanas (p<0,001). Em relacdo ao F1, houve maior
percentual de células com caspase-1 ativa na quarta (p<0,001 entre a segunda e quarta
semana) e oitava semanas (p<0,001 entre a sexta e oitava semana). De forma geral,
houve maior percentual de células com caspase-1 ativa nas celulas expostas ao F1 do
que ao EL durante todas as semanas estudas (p<0,01 na segunda semana).

As Figuras 6 e 7 representam histogramas e graficos “dot plots” representativos
dos controles de calibracdo do citbmetro de fluxo nas células do exsudato peritoneal,
apos aderéncia, em camundongos Balb/c infectados e nédo infectados pelo fungo S
schenckii. Os valores apresentados nos quadrantes correspondem ao controle de células

e ao reagente Flica.
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Figura 5 — Determinacdo de caspase-1 ativa mediada pelo inflamassoma nas células do
exsudato epritoneal, ap6s aderéncia, de camundongos Balb/c infectados e nao infectados com
o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, ap6s aderéncia, de camundongos infectados e
ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS ou somente em meio RPMI-C durante 2 horas.
A caspase-1 ativa foi quantificada pela técnica de citometria de fluxo através da determinacdo de FLICA.
Esses resultados apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em
percentual de células com caspase-1 ativa como meédia + desvio padrdo de cinco animais por semana (*
p<0,05; ** p<0.01; *** p<0,001).
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Figura 6 — Histogramas e graficos “dot plots” representativos dos controles de calibragio
do citometro de fluxo nas células do exsudato peritoneal, ap6s a aderéncia, obtidas de
camundongos Balb/c infectados pelo fungo S. schenckii. Os valores apresentados nos quadrantes
correspondem ao controle de células e ao reagente FLICA na primeira e segunda linhas, respectivamente.

Figura 7 — Histogramas e graficos “dot plots” representativos dos controles de calibragio
do citometro de fluxo nas células do exsudato peritoneal, ap6s a aderéncia, obtidas de
camundongos Balb/c nao infectados pelo fungo S. schenckii. Os valores apresentados nos
guadrantes correspondem ao controle de células e reagente FLICA na primeira e segunda linhas,

respectivamente.
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5.5. Determinagéo da producéo de IL-1p

A determinacéo da producdo de IL-1p foi realizada no sobrenadante da cocultura
de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos
Balb/c em diferentes periodos da infec¢cdo com o fungo S. schenckii e do grupo ndo
infectado, em presenga dos antigenos do fungo, EL e F1, do LPS e Con-A como
controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados
obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragOes molares conhecidas de IL-1p e estdo representados como média + desvio
padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 8.

As células dos animais infectados quando estimuladas com o0s antigenos
fangicos apresentaram uma menor producdo de IL-1p no periodo entre a quarta e sexta
semanas de infeccdo, sendo estatisticamente significativo (p<0,001) em relacdo as
outras semanas. A resposta das células infectadas ao EL e a F1 foi elevada na segunda
semana seguida por uma menor producéo da IL-1p na quarta ¢ sexta semanas (p<0,001
em relagdo as demais semanas) e novo aumento na oitava semana. A producéo de IL-1B
pelas células dos animais infectados teve maiores concentracdes na segunda semana
quando expostas ao EL e na oitava semana em relacdo a F1, com p<0,001 quando
comparados com 0s respectivos controles negativos. Além disso, pode-se observar que a
producdo desta citocina na oitava semana entre os antigenos foi maior pelas células
expostas a F1 (p<0,001) quando comparada aquelas expostas ao EL.

A avaliacdo da liberacdo de IL-1B no sobrenadante da cocultura de células de
camundongos ndo infectados mostrou que os antigenos fangicos testados induziram
niveis baixos desta citocina durante todas as semanas. Quando expostas ao EL na
segunda semana, apresentaram diferencas significativas (p<0,001) em relacdo ao
controle negativo assim como em relagdo as células expostas ao mesmo antigeno
durante as outras semanas.

Quando a cocultura celular dos animais infectados e ndo infectados foram
tratadas com o LPS, perfis diferentes na producgéo de IL-1p nos grupos estudados foram
observados, com niveis menores na producdo desta citocina pelas células de
camundongos normais. Quando as células dos animais ndo infectados foram
estimuladas com os controles positivos, produziram mais este mediador frente ao LPS
do que ao Con-A (p<0,001). As células dos animais infectadas apresentaram 0 mesmo

perfil, mas com diferenca estatistica (p<0,001) na segunda e oitava semanas.
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Figura 8 — Concentracédo de IL-1p liberada no sobrenadante da cocultura de células do esxudato
peritoneal, apdés aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e nao
infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, ap6s aderéncia, e os esplendcitos
totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS, Con-A ou
somente em meio RPMI-C. As concentragdes de IL-1p foram determinadas através de teste ELISA e calculadas
utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragbes conhecidas. Esses resultados
apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL como média +
desvio padréo de cinco animais por semana (***p<0,001).
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5.6. Determinacao da producéo da IL-18

A determinacéo da producdo da IL-18 foi realizada no sobrenadante da cocultura
de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos
Balb/c em diferentes periodos da infec¢cdo com o fungo S. schenckii e do grupo ndo
infectado, em presenca dos antigenos fungicos, EL e F1, do LPS e Con-A como
controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados
obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragfes molares conhecidas de IL-18 e estdo representados como média + desvio
padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 9.

Entre os animais infectados observou-se elevada producdo de IL-18 quando as
células foram expostas aos antigenos do fungo na segunda semana, com diminuicdo
progressiva da concentracdo durante as outras semanas. As células dos animais
infectados expostas ao EL e ao F1 produziram IL-18 de forma semelhante, com pico de
concentracdo da segunda semana e menor producdo na oitava semana. A producdo de
IL-18 pelas células infectadas expostas aos antigenos do fungo foi significativamente
maior durante todas as semanas quando comparadas ao controle negativo, com p<0,001
na segunda, quarta e sexta semanas e p<0,05 na oitava semana. A producdo desta
citocina frente ao EL e ao F1 na segunda semana foi maior (p<0,001) quando
comparado as outras semanas quando as células foram expostas ao mesmo estimulo.

Em relacdo as células dos camundongos nédo infectados houve baixa producéo
de IL-18 em todas as semanas quando expostas aos antigenos fungicos. Houve pequena
producdo desta citocina quando as células foram expostas ao EL e ao F1 na sexta e
oitava semanas com diferencas significativas em relacdo as outras semanas (p<0,001)
quando expostas aos mesmos estimulos. N&o houve diferencas significativas em relacao
ao controle negativo.

As células infectadas expostas aos controles positivos produziram mais 1L-18
quando expostas ao LPS, com diferencas significativas em relacdo ao Con-A durante
todas as semanas (p<0,001), exceto na oitava semana (p<0,05). As células nédo
infectadas expostas aos controles positivos ndao apresentaram diferengas significativas
em relagéo a producdo de IL-18, com excecdo da oitava semana (p<0,001).
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Figura 9 — Concentracdo de IL-18 liberada no sobrenadante da cocultura de células do esxudato
peritoneal, ap6s aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e néo
infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, apds aderéncia, e os esplendcitos
totais de camundongos infectados e nédo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS, Con-A ou
somente em meio RPMI-C. As concentracBes de IL-18 foram determinadas através de teste ELISA e calculadas
utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com concentracdes conhecidas. Esses resultados apresentam
valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL como média + desvio padréo
de cinco animais por semana (* p<0,05; *** p<0,001).
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5.7. Determinagéo da producéo de IFN-y

A determinacdo da producdo de IFN-y foi realizada no sobrenadante da
cocultura de células do exsudato peritoneal, ap6s a aderéncia, e esplendcitos totais de
camundongos Balb/c em diferentes periodos da infeccdo com o fungo S. schenckii e do
grupo ndo infectado, em presenca dos antigenos do fungo, EL e F1, do LPS e Con-A
como controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os
resultados obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentragdes molares conhecidas de IFN-y e estdo representados
como média + desvio padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura
10.

As células dos animais infectados expostas ao EL e ao F1 apresentaram elevadas
concentragdes de IFN-y em todas as semanas, com diferengas significativas (p<0,001)
quando comparadas com 0s controles negativos. Quando expostas ao EL verificou-se
elevada producdo de IFN-y durante toda a cinética, com pico de producdo na sexta
semana (p<0,05 entre sexta e quarta semana e p<0,001 entre a sexta e oitava semanas).
Em resposta ao F1, as células dos camundongos infectados produziram quantidades
elevadas de IFN-y na segunda e¢ quarta semanas, com pico de concentracdo na oitava
semana de infeccdo (p<0,001 entre oitava e sexta semana), sendo observada menor
producdo de IFN-y na sexta semana (p<0,001 entre a quarta e sexta semana).
Considerando-se os diferentes antigenos, a producdo de IFN-y foi maior pelas células
infectadas expostas ao F1 do que aquelas expostas ao EL em todas as semanas (p<0,001
na segunda, quarta e oitava semanas), exceto na sexta semana.

As células dos animais ndo infectados expostas ao EL apresentaram maior
producdo de IFN-y do que o controle negativo durante todas as semanas, com p<0,01 na
quarta semana. Quando estimuladas com F1 apresentaram maior produgdo de IFN-y
guando comparadas com o controle negativo na segunda (p<0,01), quarta (p<0,001),
sexta (p<0,001) e oitava semanas (p<0,001). Quando as células dos animais ndo
infectados foram estimuladas com F1, verificou-se maior producdo de IFN-y durante a
quarta (p<0,01 entre a quarta e segunda) e sexta semanas (p<0,001 entre sexta e oitava).
Outra diferenca verificada foi a produgdo deste mediador comparando as células ndo
infectadas expostas ao EL e ao F1 durante a sexta e oitava semanas, sendo maior a
producdo pelo estimulo F1 (p<0,001) em ambas as semanas.

Quando a cocultura de células dos animais infectados e ndo infectados foram
tratadas com o LPS, foi observado um perfil semelhante de producdo de IFN-y em
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Interferon-y (pg/mL)

ambos os grupos estudados, embora com niveis menores ndo significativos produzidos
pelas células dos camundongos ndo infectados. Houve maior producdo desta citocina
pelas células dos animais infectados e ndo infectados quando estimuladas com LPS do

que pela Con-A em todas as semanas (p<0,001).
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Figura 10 — Concentracdo de IFN-y liberado no sobrenadante da cocultura de células do esxudato
peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e néo
infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, apds aderéncia, e os esplendcitos
totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS, Con-A ou
somente em meio RPMI-C1640. As concentracdes de IFN-y foram determinadas através de teste ELISA e
calculadas utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragBes conhecidas. Esses resultados
apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL como média +
desvio padrdo de cinco animais por semana (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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5.8. Determinacdo da producéo de IL-17

A determinacéo da producdo de IL-17 foi realizada no sobrenadante da cocultura
de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos
Balb/c em diferentes periodos da infec¢cdo com o fungo S. schenckii e do grupo ndo
infectado, em presenca dos antigenos fungicos, EL e F1, do LPS e Con-A como
controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados
obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragfes molares conhecidas de IL-17 e estdo representados como média + desvio
padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 11.

Quando as células dos camundongos infectados foram tratadas com o EL foi
observado menores niveis na producdo desta citocina nas semanas iniciais, com
pequeno aumento na sexta e oitava semanas, sem diferencas significativas. Além disso,
ndo houve diferenca significativa entre a producdo de IL-17 frente a este antigeno
quando comparado com o controle negativo durante todas as semanas. No entanto,
quando estas células foram expostas ao F1 houve producdo de IL-17 em todas as
semanas, com diferenca significativa (p<0,001) quando comparada com os controles
negativos na segunda, sexta e oitava semanas. A producdo de IL-17 frente a este
antigeno foi maior na segunda e oitava semanas (p<0,001 em relacdo as demais
semanas). Além disso, houve maior producdo desta citocina pelas células obtidas dos
animais infectados expostas ao F1 do que ao LPS em todas as semanas, exceto na quarta
semana, com estatistica significativa (p<0,001) na segunda e oitava semanas. De forma
geral, verificou-se maior producdo deste mediador frente a F1 do que ao EL em todas as
semanas de infecgdo, com p<0,001 na segunda, sexta e oitava semanas.

Entre os camundongos do grupo ndo infectado, ndo houve diferencas
significativas na produgdo de IL-17 quando as celulas foram expostas aos antigenos
fangicos, com excecdo das células estimuladas com o F1 na sexta semana (p<0,05 entre
sexta e quarta semanas). Ja quando o EL foi exposto a estas células, observou-se que
ndo houve produgdo de IL-17 durante as oito semanas estudadas. Houve maior
producdo deste mediador frente a F1 do que em relacdo ao EL, em todas as semanas,
com diferencas significativas (p<0,01) apenas na sexta semana.

As células dos animais ndo infectados produziram maiores concentracfes de IL-
17 pelo estimulo com LPS do que com Con-A, com p<0,001 na segunda, quarta e sexta
semanas e p<0,05 na oitava semana. No grupo infectado verificou-se 0 mesmo perfil,

com p<0,001 na segunda, sexta e oitava semanas.
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Figura 11 — Concentracao de IL-17 liberada no sobrenadante da cocultura de células do esxudato
peritoneal, ap6s aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e néo
infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, ap6s aderéncia, e os esplendcitos
totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS, Con-A ou
somente em meio RPMI-C. As concentracBes de IL-17 foram determinadas através de teste ELISA e calculadas
utilizando uma reta padréo previamente estabelecida com concentragfes conhecidas. Esses resultados apresentam
valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL como média + desvio padrdo
de cinco animais por semana (** p<0.01; *** p<0,001).
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5.9. Determinacao da producéo de IL-23

A determinacéo da producdo da IL-23 foi realizada no sobrenadante da cocultura
de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos
Balb/c em diferentes periodos da infec¢cdo com o fungo S. schenckii e do grupo ndo
infectado, em presenca dos antigenos fungicos, EL e F1, do LPS e Con-A como
controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os resultados
obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragfes molares conhecidas de IL-23 e estdo representados como média + desvio
padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura 12.

A producdo de 1L-23 pelas células dos animais infectadas expostas ao EL foi
elevada na segunda e sexta semanas, com menor concentra¢cdo na quarta e oitava
semanas (p<0,001 entre a segunda e demais semanas), e quando comparadas ao controle
negativo, observou-se uma diferenca significativa (p<0,001) apenas na segunda e sexta
semanas. J& quando as células foram expostas ao F1 verificou-se que a producéo da IL-
23 foi elevada na segunda e oitava semanas, com menor producdo nas semanas
intermediarias (p<0,001 entre a segunda e quarta semana), e a producao deste mediador
foi significantemente maior na segunda, sexta e oitava semanas (p<0,001) quando
comparadas ao controle negativo. A produgdo de IL-23 pelas células infectadas foi
maior quando expostas ao antigeno F1 do que ao EL durante todas as semanas de
infeccdo (p<0,001 na oitava semana), com excecao da sexta semana.

Entre as células dos camundongos do grupo nédo infectado, praticamente nédo
houve producdo de IL-23 durante todas as semanas, com excec¢do daquelas expostas ao
EL na segunda semana, com diferengas significativas (p<0,01) quando comparada com
0 controle negativo, assim como em relacdo a producdo desta citocina pelas células
expostas ao mesmo estimulo na sexta e oitava semanas (p<0,01).

A producéo de 1L-23 pelas células infectadas foi maior quando expostas ao LPS
do que ao Con-A na sexta (p<0,001) e oitava (p<0,05) semanas, ndo havendo
concentracOes detectaveis deste mediador por estas células durante as outras semanas.
Durante as semanas de infeccdo verificou-se que a producdo da IL-23 pelas células
expostas aos antigenos fungicos foi maior que quando estimuladas com os controles
positivos, com excecdo do EL na quarta e oitava semanas. As células ndo infectadas
praticamente ndo produziram este mediador quando expostas a estes estimulos durante

todas as semanas estudadas.
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Figura 12 — Concentragdo de IL-23 liberada no sobrenadante da cocultura de células do
esxudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e
ndo infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, apds aderéncia, e
esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS,
Con-A ou somente em meio RPMI-C. As concentracdes de IL-23 foram determinadas através de teste ELISA e
calculadas utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com concentraces conhecidas. Esses resultados
apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL como média
+ desvio padrdo de cinco animais por semana de infec¢do (*p<0,05; p<0.01; ***p<0,001).
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5.10. Determinacéo da producéo de TGF-p

A determinacdo da producdo do TGF-B foi realizada no sobrenadante da
cocultura de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, e esplendcitos totais de
camundongos Balb/c em diferentes periodos da infeccdo com o fungo S. schenckii e do
grupo ndo infectado, em presenca dos antigenos fungicos, EL e F1, do LPS e Con-A
como controles positivos ou somente meio RPMI-C como controle negativo. Os
resultados obtidos foram calculados através de uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentragdes molares conhecidas de TGF-$ e estdo representados
como média + desvio padrdo de cinco animais por grupo por semana estudada na Figura
13.

Entre os animais infectados observou-se elevada producdo de TGF-B quando as
células foram expostas aos antigenos fungicos (EL e F1) durante toda a cinética,
havendo diminuicdo na producdo desta citocina na quarta semana frente a ambos 0s
antigenos do fungo. As células dos animais infectados expostas ao EL produziram
niveis mais elevados de TGF-B quando comparadas ao controle negativo durante as 0ito
semanas (p<0,001). Ainda assim, observou-se elevada concentracdo de TGF-p na
segunda semana, com diminuicdo na quarta semana (p<0,001 entre a quarta e as demais
semanas) e aumento progressivo na sexta e oitava semanas.

A producdo TGF-B, quando as células infectadas foram expostas aos antigenos
do fungo, foi elevada na segunda semana, tendo baixos valores na quarta semana
(p<0,001 entre a quarta e demais semanas) e voltando a aumentar na sexta e oitava
semanas. Estas mesmas células, quando expostas ao EL e & F1, apresentaram p<0,001
em relagdo ao controle negativo na segunda, sexta e oitava semanas e p<0,01 na quarta
semana. O EL estimulou concentragcdes mais elevadas deste mediador que F1 em todas
as semanas, mas sem diferengas significativas.

Em relacdo as células dos camundongos nédo infectados houve baixa producéo de
TGF-B em todas as semanas quando expostas aos antigenos fungicos, com excegdo da
quarta semana quando houve producéo tanto frente ao EL quanto ao F1, com p<0,001
em relacdo ao controle negativo. A producdo de TGF-B na quarta semana, frente ao EL,
foi significativamente estatistico (p<0,01) quando comparados com a sexta e oitava
semanas; e frente ao F1, com maiores concentraces na quarta semana (p<0,05 entre a
segunda e quarta semana). As células dos animais infectados e ndo infectados
apresentaram maior producdo de TGF-f quando estimuladas com Con-A do que com
LPS em todas as semanas, mas sem diferencas significativas.
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Figura 13 — Concentracdo de TGF-p liberado no sobrenadante da cocultura de células do
esxudato peritoneal, ap6s aderéncia, e esplendcitos totais de camundongos Balb/c infectados e
ndo infectados com o fungo S. schenckii durante oito semanas. As PECs, ap6s aderéncia, e os
esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de EL, F1, LPS,
Con-A ou somente em meio RPMI-C. As concentrages de TGF-p foram determinadas atraves de teste ELISA
e calculadas utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com concentracBes conhecidas. Esses
resultados apresentam valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em pg/mL
como média + desvio padrdo de cinco animais por semana de infecgdo (*p<0,05; p<0.01; ***p<0,001).
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6. Discussao

A patogenicidade das infec¢bes fungicas aumentou significativamente nos
Gltimos anos, provavelmente devido aos habitos de trabalho e atividades recreacionais,
tornando estes fatores foco de atencdo das autoridades de saude publica por causarem
micoses endémicas. Dessa maneira, 0 aumento das doencgas flngicas tem sido
relacionado com as mudancas populacionais, como migracao, turismo e crescimento da
populacdo, como também pela ampla utilizacdo de terapias imunossupressoras
(Sifuentes-Osornio et al., 2012)

As infecgbes flngicas disseminadas causadas por diferentes patdgenos
acometem, principalmente, individuos com altera¢cdes na imunidade. Nos ultimos anos,
tem havido um aumento na incidéncia dessas doencas devido a elevada contaminagédo
de pacientes portadores de HIV com esses microrganismos (Galemberti et al., 2012).
Apesar de importantes achados clinicos, a compreensdo atual de como o sistema
imunolégico reconhece e responde ao agente fungico patogénico é muito restrita
(Shaham e Levitz, 2005).

A esporotricose é a mais comum das micoses profundas sendo caracterizada pela
evolucdo subaguda e cronica das lesdes nodulares dos tecidos cutaneos ou subcutaneos,
podendo evoluir para a forma sistémica. E causada pela inoculagio traumatica do fungo
S.schenckii atraves de ferimentos com material contaminado ou pela inalagdo de esporos
via trato respiratério superior (Kauffman, 1999; La Hoz e Baddley, 2012). Por um longo
periodo, a esporotricose teve baixa incidéncia no Brasil, no entanto estudos recentes
demonstram que ndo sé o numero de casos relatados, mas também formas clinicas mais
graves da doenga estdo aumentando (Madrid et al., 2012).

Para tentar elucidar os efeitos da infecdo causada por S. schenckii na resposta
imunoldgica, nosso laboratorio tem desenvolvido um modelo murino com a forma
sistémica da esporotricose. Deste modo, o presente estudo avaliou o desencadeamento
da resposta imunolégica analisando a liberacdo de mediadores imunoldgicos, como o
Oxido nitrico e a cascata de citocinas, além do envolvimento do inflamassoma por meio
da determinacdo de caspase-1, protease diretamente relacionada com a ativacdo deste
complexo protéico, em cultura de macrdfagos peritoneais e linfocitos esplénicos obtidos
de camundongos Balb/c, infectados ou ndo com este patogeno, frente a diferentes
antigenos fangicos ao longo de oito semanas.

O primeiro questionamento desta pesquisa foi avaliar a viabilidade das células
do hospedeiro ao longo da infeccdo experimental. O teste de viabilidade celular foi
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realizado na cultura de células obtidas do exsudato peritoneal, ap6s aderéncia, e em
esplendcitos totais a fim de observar se as condicBes de cultura, bem como a infeccao
no animal ou os antigenos fungicos, utilizados como estimulos, poderiam ser toxicos
para estas células. A Figura 2 mostra os resultados de viabilidade das células do
exsudato peritoneal, apds aderéncia, quando em contato com os diferentes antigenos do
S schenckii estudados. Nas células obtidas de animais ndo infectados tratadas com o EL
e F1 a viabilidade foi mantida acima de 95%. Quando as PECs obtidas de camundongos
infectados foram tratadas com 0s mesmos estimulos fungicos, houve maior variagdo da
viabilidade celular, de 65 a 100% frente ao EL e 95 a 100% frente ao F1, com menores
viabilidades nas semanas iniciais da infeccdo. Os resultados apresentados demonstram
que a infecgdo provoca uma pequena alteracdo na viabilidade das PECs obtidas da
linhagem dos camundongos em estudo quando mantidas em cultura com o0s antigenos
do fungo, porém esta citotoxicidade observada nas células de animais infectados nédo
afeta os resultados dos testes propostos, ja que o percentual de células vidveis esta
acima de 65% na concentragéo utilizada.

A Figura 3 mostra os resultados de viabilidade dos esplendcitos totais quando
as células dos animais infectados e ndo infectados foram expostas aos antigenos
fungicos. Observou-se que a citotoxicidade variou entre 80 e 100%. Os resultados
apresentados demonstram que a infeccdo e os antigenos do fungo reduziram a
viabilidade dos esplendcitos totais dos camundongos em estudado, porém esta reducgéo
da viabilidade celular observada nas células de animais infectados e ndo infectados ndo
afeta os resultados dos testes propostos, uma vez que a viabilidade das mesmas
permaneceu superior a 80% frente a todos os estimulos durante as oito semanas de
estudo. Portanto, os antigenos do S schenckii utilizados durante todos os testes
propostos demonstraram uma viabilidade satisfatoria mediante cultivo de 24 horas em
PECs e esplendcitos totais, indicando serem passiveis de uso na pesquisa nessa
concentragéo testada proposta.

O reconhecimento da invasdo fungica pelo sistema imunol6gico ocorre,
primeiramente, pelo sistema imune inato, uma respsota imunoldgica rapida que
assegura a sobrevivéncia do hospedeiro ap6s a infeccdo. A eliminacdo de
microrganismos por macrofagos depende da fagocitose, da liberacdo de agentes tdxicos,
como intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, e da sintese de diversas
citocinas (Carlos et al., 1994; 2009). Os intermedirios reativos do oxigénio (ROI) séo
representados pelo perdxido de hidrogénio que, além de mediadores microbicidas,
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também podem promover danos ao tecido do hospedeiro, produzidos durante o “burst”
oxidativo quando em altas concentrac6es (Ding et al., 1988). Os intermediarios reativos
do nitrogénio (RNI), particularmente o oOxido nitrico, molécula que desempenha
importante papel na resposta inflamatdria e imunoldgica, contribuem com a atividade
citotoxica dos macréfagos em relacdo as bactérias, protozoérios, fungos e virus (Carlos
et al., 2003).

A resposta imunoldgica a diversas infeccbes fungicas tem como fator
determinante a participacdo do NO. Esta molécula estd envolvida no controle de
numerosas doencas infecciosas causadas por uma variedade de agentes patogénicos,
incluindo Mycobacterium tuberculosis (M. Tuberculosis), Histoplasma capsulatum (H.
capsulatum), Cryptococcus neoformans (C. neoformans), Leishmania major (L. major)
e Schistosoma mansoni (S masoni). Por outro lado, o NO pode desempenhar um papel
prejudicial ao hospedeiro exacerbando seu efeito citotdxico em infeccdes causadas por
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), S schenckii, Candida albicans (C.
albicans) e Trypanosoma brucei (T. brucei) (Gonzalez et al., 2011).

Nossos resultados quanto a producdo de NO, demonstrados na Figura 4,
mostraram elevada producéo desta molécula durante as semanas de infec¢do estudadas.
Quando as células dos animais infectados foram tratadas com o EL, houve maior
producdo de NO entre a quarta e sexta semanas. Quando estimuladas com F1 houve
pequena producdo de NO na segunda semana seguida de niveis elevados nas demais
semanas, com pico de concentracdo na sexta semana. Por outro lado, os animais nao
infectados, quando expostos aos antigenos em estudo, apresentaram pequena liberacao
de NO durante todo o periodo estudado, todavia essas células sdo capazes de liberar esta
molécula, como observado pela elevada producdo de NO em resposta ao LPS, seu
potente indutor.

Os resultados obtidos em relacdo a producdo do NO coincidem com trabalhos
anteriores realizados em nosso laboratorio. Carlos et al. (2003) encontraram maiores
concentragfes de NO nos animais infectados frente ao EL entre a quarta e sexta
semanas de infeccdo em camundongos Swiss acometidos com infecgdo sistémica
provocada pelo fungo S schenckii. Do mesmo modo, Maia et al (2006) demonstraram
elevada producdo de NO e iNOS entre a quarta e sétima semanas de infeccdo em
camundongos Swiss frente ao exoantigeno do S. schenckii. Ja estudos realizados por

Sassa et al (2009) mostraram, em camundongos C3H/HePas infectados pelo fungo S
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schenckii, que a concentracdo de NO, frente ao EL deste patdgeno, € maior entre a
quarta e oitava semanas de infeccéo.

A elevada concentracdo de NO neste periodo da infeccdo, frente aos antigenos
do fungo, pode estar relacionada com uma atividade imunossupressora, levando ao
agravamento da doenga e maior acometimento do hospedeiro, pois neste periodo
também foram observados a multiplicacdo do fungo no baco e figado desses animais
(Carlos et al., 1992; 1994; 1999). Portanto, apesar do NO ser importante na eliminacao
de fungos, a producdo desta molécula durante a infecgdo contribuiu para um estado de
imunodepressao observada no decorrer da infeccao, podendo ser prejudicial, até mesmo
letal ao hospedeiro. Assim, a elevada producdo de NO estd associada com a
suscetibilidade do hospedeiro a infeccdo (Carlos et al., 2003; Maia et al., 2006).

Além das infec¢des por S. schenckii, 0 NO também esta envolvido na inducéo da
imunossupressao durante a infeccdo e na eliminacdo do P. brasiliensis. Gonzalez et al.
(2000) mostraram que a producdo de NO pelos macréfagos peritoneais induzida pelo
IFN-y é capaz de restringir o crescimento intracelular desse patégeno, indicando que
este € um mecanismo efetor importante. Nascimento et al (2002) mostraram, em
culturas in vitro, que macrofagos de camundongos infectados com este fungo
produziram altas concentracdes de NO, sugerindo que esta molécula esté associada com
a suscetibilidade do hospedeiro a este microrganismo. Estudos realizados por Moreira et
al (2009) mostraram que a atividade fungicida in vitro contra o P. brasiliensis por
macrofagos peritoneais murinos, pré-ativados com IFN-y ou TNF-a, é elevada e esta
correlacionada com o aumento da producao de NO e do H,0..

A resposta inata permite o reconhecimento de um amplo espectro de agentes
patogénicos atraves dos PRRs, que reconhecem os PAMPs (Gil e Gozalbo, 2006). Os
receptores NLRs, proteinas citosolicas, surgiram como uma importante familia de
defesa. Estes sdo expressos em macrofagos, células dendriticas e mondcitos e
desempenham um papel importante na imunidade microbiana, pois formam complexos
multiproteicos denominados inflamassomas, que atuam na defesa do hospedeiro contra
varios fungos (Chen e Pedra, 2010).

Além da proteina NLR, o inflamassoma é composto pela molécula adaptadora
ASC (proteina associada a apoptose) e pela enzima caspase-1, atuando como importante
regulador da inflamacéo e possui a funcédo de agrupar e ativar a caspase-1, culminando
com a maturacdo da pro-IL-1B e pro-IL-18 em suas formas ativas, IL-1B ¢ IL-18
respectivamente. Estas citocinas, por sua vez, contribuem na defesa do hospedeiro
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contra as infec¢des por aumentar as propriedades antimicrobianas dos fagocitos e iniciar
as respostas imunes adaptativas Thl e Th17 (Veerdonk et al., 2011).

O envolvimento do inflamassoma na infeccéo fangica frente ao S. schenckii foi
verificado neste trabalho através da determinagdo de caspase-1 ativa por citometria de
fluxo e esta representado na Figura 5. Observou-se que nos animais infectados houve
maior percentual de células com caspase-1 ativa do que nos animais normais. As celulas
dos animais infectados, quando expostas aos antigenos do fungo, apresentaram maior
percentual de caspase-1 ativa na segunda e oitava semanas, com menor porcentagem
nas semanas intermediarias.

O inflamassoma tem desempenhado um importante papel na defesa antifingica
do hospedeiro. Hise et al (2009) mostraram a producdo de IL-1f em camundongos
deficientes em ACS e NLRP3 e verificaram a importancia do inflamassoma na defesa
anti-fungica in vivo, pois estes animais apresentaram menor sobrevida com maior
colonizacdo na cavidade oral e nos rins apds infeccdo com C. albicans do que os
camundongos selvagens. Veerdonk et al (2011) demonstraram um papel essencial
antifangico dos componentes do inflamassoma, caspase-1 e ASC, na candidiase
disseminada por meio da regulacdo das respostas Thl e Th17, pois os camundongos
com deficiéncia nestes componentes apresentaram essas respostas diminuidas, seguida
por aumento da multiplicagdo fungica e menor sobrevida dos animais. Estas
observacdes identificaram um papel critico do inflamassoma no controle das respostas
imunitarias e na defesa do hospedeiro durante infeccéo por C. albicans.

A presenca de polimorfismos no gene que codifica o inflamassoma foi associada
com a candidiase vulvovaginal recorrente, reforcando o papel do inflamassoma na
homeostase da mucosa (Lev-Sagie et al., 2009). Joly e Sutterwala (2010) mostraram
que o receptor citosolico NLR é essencial na defesa do hospedeiro contra infeccao por
C. albicans, pois a infeccdo de macrofagos e células dendriticas por este patdgeno
resultou na ativacdo do inflamassoma, ativando a caspase-1 e 0 processamento e
secrecdo de IL-1B e IL-18. Portanto, o inflamassoma é de grande importancia na
compreensdo da regulacdo imune que ocorre durante a relacdo hospedeiro-patégeno.

Sabe-se que as respostas imunolégicas sdo controladas, em parte, por
mediadores sollveis, como as citocinas. Estas proteinas reguladoras sdo liberadas pelas
células do sistema fagocitario e resposta adaptativa sendo essenciais na comunicagédo

intercelular em muitos processos fisioldgicos e patofisioldgicos. Além disso, modulam a
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inflamacéo e a imunidade, tendo importante papel em inflamac6es agudas ou cronicas
iniciadas por infec¢Bes ou traumas (Muller, 2002).

A inducdo da imunidade celular em doenca micética depende de uma sequéncia
complexa com interacdo entre antigenos, macrofagos e linfocitos. Estudos com modelo
animal tem sugerido que a ativacdo de macréfagos e células T sdo importantes na
resisténcia a uma variedade de infecgbes fungicas (Romani, 2011). Quando ativadas,
populacdes especificas de celulas T e macrofagos interagem para dar protecdo
imunoldgica a infecgbes por S. schenckii, formando a base do entendimento para a
resposta do hospedeiro a este agente infeccioso (Tachibana et al, 1999). Deste modo,
avaliou-se a interacdo entre células do exsudato peritoneal, ap0s aderéncia, e
esplendcitos totais quando em cocultura com os antigenos do fungo S. schenckii, para
determinar a producéo de diversas citocinas.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatéria liberada por muitos tipos de células
com propriedades de ativar células T, mondcitos e macrofagos, osteoclastos,
fibroblastos, células musculares, endoteliais e epiteliais. Atua como importante
mediador durante infeccGes e inflamacdo e tem papel protetor em varios modelos de
infeccdes bacterianas, virais e fungicas (Dinarello, 2002; 2005). Os resultados obtidos
quanto a producdo de IL-1pB, expostos na Figura 8, demonstram menor concentragdo
desta citocina entre a quarta e sexta semanas de infeccdo, quando as células dos
camundongos infectados foram estimuladas com EL e F1. Em trabalhos anteriores
Carlos et al. (1992; 1994; 2009) ja observaram essa menor producdo de IL-1p neste
mesmo periodo em camundongos Swiss, juntamente com maior proliferacdo do fungo
no bago dos animais infectados, mostrando que a auséncia de IL-1p pode estar
relacionada com a depresséo na resposta imune neste periodo.

A 1L-18 tem sido considerada uma citocina envolvida em muitas infeccdes
fangicas e parasitarias (Kullberg et al., 2003). Tem como principal funcdo promover a
producdo de IFN-y a partir de células T e NK, além de secretar outras citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1B, IL-8 e GM-CSF e, como consequéncia, aumentar a
expansdo, migracdo e ativacdo de neutréfilos durante a infeccdo. O papel protetor da IL-
18 durante infecgdes esta essencialmente relacionado com a sua capacidade de induzir
IFN-y, uma citocina que ativa a capacidade microbicida dos macrdéfagos através da
inducédo da producdo de 6xido nitrico (Shaoo, 2011). Nossos resultados encontrados em
relacdo a IL-18 (Figura 9) mostraram que as células dos animais infectados, quando

expostas aos antigenos do fungo, apresentaram elevada producéo de IL-18 na segunda
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semana, com diminui¢do progressiva da concentragdo durante as outras semanas, com
menor concentragao na oitava semana.

Stuyt et al (2002, 2004) mostraram, em modelo animal, que a I1L-18 protege o
hospedeiro de infeccBes disseminadas por C. albicans, pois o tratamento profilatico de
camundongos infectados com IL-18 diminuiu a mortalidade e a quantidade de leveduras
nos rins destes animais. Do mesmo modo, Netea et al (2003) investigaram se a 1L-18
estd envolvida na defesa do hospedeiro durante a candidiase disseminada e mostrou que
camundongos knockout (KO) para IL-18 apresentaram aumento da mortalidade devido
a infeccdo por C. albicans, acompanhada por uma diminuicdo na depuracdo das
leveduras durante o curso da infec¢do. Além disso, a producdo de IFN- vy, tal como um
parametro da imunidade Thl protetora, foi significativamente reduzida nestes animais.
Em conclusdo, a IL-18 é necessaria para a defesa do hospedeiro contra infeccdes
fangicas e pode revelar-se como uma imunoterapia adjuvante nestas infeccdes.

Por outro lado, Panagio et al (2008) avaliaram a funcéo da IL-18 por meio de
um modelo de paracoccidioidomicose experimental e mostraram que camundongos IL-
18 KO foram mais resistentes ao P. brasiliensis do que os animais selvagens (WT), pois
a taxa de mortalidade e a colonizagdo fungica nos pulmdes foram mais elevadas nesses
ultimos animais, demonstrando que a IL-18 tem um papel critico na proteccdo de
camundongos Balb/c nessa micose.

Embora a IL-1p ¢ a I1-18 estejam relacionadas diretamente com a resposta imune
inata, efeitos importantes da IL-1p e da IL-18 dependentes de caspase-1 tem sido
exercidos sobre o inicio da resposta adaptativa Thl e Th17. A producdo da IL-18 €
importante para induzir e otimizar uma resposta Thl, que é caracterizada pela producédo
de IFN-y, que desempenha importante papel nas infec¢des fungicas (Gozalbo e Gil,
2009). J& IL-1p estimula a diferenciacdo das células Th1l7 e juntamente com a IL-23
amplifica a resposta das mesmas (Sutton et al., 2009). A relacdo dependente entre a
caspase-1 ativa e as respostas Thl e Thl7, durante a infec¢Ges flngicas proporcionam
uma nova Visao sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro contra fungos envolvento
o inflamassoma, sendo fundamental para a protecdo do hospedeiro. Dessa maneira,
ressalta a importancia deste complexo protéico na regulacdo do desenvolvimento
protetor de mediadores pro-inflamatorios e da respsota T helper durante a infeccao
indicando que o inflamassoma é uma conexdo critica entre as respostas inata e

adaptativa durante a fase subaguda da candidiase disseminada (Veerdonk et al., 2011).

70



Nossos resultados sdo condizentes com os dados da literatura, pois quando
ocorre diminuicdo da quantidade de caspase-1 ativa, hd também diminuicdo da
producdo da IL-1P e IL-18, com excecdo da producdo de IL-18 na oitava semana. Estas
menores produgdes ocorrem entre a 42 e 6% semanas de infeccdo com o fungo S
schenckii, mostrando que o envolvimento do inflamassoma esta diminuido no periodo
de maior agravamento da doenca e maior acometimento do hospedeiro, com maior
multiplicacéo fungica nos bagos dos animais infectados.

O desenvolvimento dos diferentes subtipos de células T CD4 naive depende da
apresentacdo de antigenos pelas APCs, do envolvimento de moléculas co-estimulatorias
e de citocinas especificas. As células Thl s&o caracterizadas pela produgéo de IFN-y,
que é essencial para defesa contra patdgenos intracelulares, enquanto as Th2 sdo
caracterizadas pela producdo de IL-4 que sdo importantes em doencas alérgicas e de na
defesa contra infeccdes parasitarias. Recentemente, um novo subconjunto de células T
helper foi descrito, as Th17, que produzem uma série de citocinas como IL-17A, IL-
17F, IL-21 e IL-22. Outro subtipo, ndo menos importante, sdo as T regulatdrias que tem
importante funcdo na resposta do hospedeiro ao controlar a interagdo patdgeno e as
respostas imunoldgicas sendo responsaveis por suprimir a atividade dos macrofagos
pela produgdo do TGF-B, uma citocina imunossupressora ¢ imunoreguladora (Veerdonk
e Netea, 2010).

O IFN-y é uma citocina produzido pelas células Thl que desempenha importante
papel na diferenciacdo da célula T regulatorias, enquanto suprime a diferenciacdo das
celulas Th2 e Thl7. A auséncia de IFN-y leva a diferenciagdo limitada de Thl e
reforcada a de Th17. Assim, o IFN-y ¢ essencial para a promogdo de células T CD4+
especificas para infeccBes fangicas, enquanto inibe as células Th17 (Espinosa e Rivera,
2012). A producdo de IFN- y, demonstrada na Figura 10, pelas celulas dos animais
infectados expostas ao EL e ao F1 apresentou elevadas concentracdes em todas as
semanas de infec¢do. Quando expostas ao EL verificou-se pico de produgédo de IFN-y na
sexta semana, ja em resposta ao F1 as células dos camundongos infectados produziram
pico desta citocina na oitava semana.

Tradicionalmente, a produgdo de IFN-y pelas células Thl confere imunidade
protetora contra os fungos (Romani, 2011). A liberacdo deste mediador permaneceu
aumentada praticamente durante todas as semanas de infec¢do quando as células foram
estimuladas com EL ou F1. Deste modo, é possivel que esta liberacdo de IFN-y esteja
sustentando a liberacdo aumentada de NO em resposta aos antigenos do fungo neste
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mesmo periodo. Vale ressaltar que o pico de multiplicacdo fungica no baco e figado dos
animais infectados ocorre no periodo entre a 4% e 62 semanas (Carlos et al., 1999; Maia
et al., 2006) que representa um periodo de maior suscetibilidade do hospedeiro
caracterizado por um padrdo de depressao da resposta imunoldgica.

Em particular, o IFN-y é tem um papel critico na ativacdo de macrdfagos através
da inducdo de NO, um mediador que participa da atividade citotoxica de macrofagos em
diversos modelos murinos, pois macrofagos peritoneais ativados, in vitro, com IFN-y ou
LPS foram capazes de produzir altos niveis de NO frente a infecgdo com S. schenckii
(Maia et al., 2006). O IFN-y exerce efeito protetor na paracoccidioidomicose e parece
ser o principal mediador da resisténcia contra a infeccdo fungica em modelo murino
promovendo ac¢do antifungica dos macrofagos através da producdo de NO (Moreira et
al., 2010). Gonzalez et al (2000) observaram que a producdo de NO pelos macrofagos
peritoneais induzida pelo IFN-y foi capaz de restringir o crescimento intracelular do P.
brasiliensis, indicando um mecanismo efetor importante.

As células produtoras de IL-17 compreendem um subconjunto de células T
recentemente reconhecido com papel emergente na imunidade adaptativa a uma
variedade de fungos (Romani, 2011). A IL-17 é uma citocina importante para o
recrutamento de neutrofilos e para a manutencgéo das respostas destes leucécitos no local
da infeccdo (Chung et al., 2009; Korn et al., 2009). Esse dado é confirmado, uma vez
que camundongos deficientes em IL-17 sdo altamente suscetiveis a candidiase
disseminada (Huang et al., 2004). Nossos resultados mostram que a producédo de 1L-17
(Figura 11) pelas células infectadas quando estimuladas com os antigenos do S
schenckii foi mais pronunciada frente a F1, com menor producdo desta citocina entre a
4% e 62 semanas. Ja com o EL houve niveis menores na produgédo desta citocina nas
semanas iniciais, com pequeno aumento nas semanas finais.

A IL-23 é uma citocina heterodimérica que desempenha importante papel na
producéo da IL- 17 e de protecdo nas infecgdes fungicas. Como a IL-23 esta relacionada
com a expansdo e manutencdo de células Thl7 (Van de Veerdonk et al., 2009), nesse
estudo também foi determinada sua concentra¢do. A producdo da IL-23, demonstrada
na Figura 12, foi semelhante a producéo da IL-17 quando as células infectadas foram
expostas ao F1, com elevadas concentracbes na segunda e oitava semanas e
concentragcbes menores no periodo entre a quarta e sexta semanas. J& quando expostas
ao EL, a producéo desta citocina ndo seguiu o perfil da producéo de IL-17, com elevada

concentracdo na segunda e quarta semanas.
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A IL-23 e a IL-17 atuam na protecdo do hospedeiro contra fungos e outros
patogenos pela inducdo de uma resposta inflamatéria (Romagnani et al., 2009). Em
nosso laboratério, Verdan et al. (2012), porém utilizando outro modelo murino,
verificaram elevada producdo de IL-17 frente a leveduras e ao exoantigeno de S
schenckii. Kagami et al (2010) avaliaram as contribui¢Oes destas citocinas na defesa do
hospedeiro contra C. albicans e mostraram que camundongos deficientes em IL-23 ou
IL-17 apresentaram atraso na cicatrizacdo de feridas e que os animais deficientes em IL-
23 apresentaram elevada carga fungica e ndo foram capazes de expressar IL-17, mas
qguando tratados com IL-17A recombinante verificou-se rapida cura da candidiase.
Deepe e Gibbons (2009) exploraram a influéncia destas mesmas interleucinas na
imunidade de camundongos infectados com H. Capsulatum e verificaram que a
producdo de I1L-23 foi maior nos pulmdes dos animais infectados e que esta producao se
manifestou de forma IL-17 dependente. No geral, estes resultados demonstram que a IL-
23 e IL-17 sdo necessarias para a defesa do hospedeiro, estabelecendo a existéncia de
um eixo IL-17/1L-23 que regula infec¢des fungicas.

Estudos demonstraram que camundongos deficientes em IL-23 exibiram maior
carga fungica apos infeccdo com H. capsulatum, C. neoformans e C. albicans (Kagami
et al., 2010). No entando, estudos de infeccdo pulmonar e géastrico com Aspergillus
fumigatus e Candida albicans encontraram um papel prejudicial para o eixo IL-23/IL-
17 promovendo inflamacéao excessiva de neutrofilos e destruicdo dos tecidos (Zelante et
al., 2007). Assim, IL-23 pode mediar a protecdo contra a infeccao por fungos, mas pode
também ser prejudicial para promover a inflamacdo excessiva semelhante para o seu
papel em doengas auto-imunes (Espinosa e Rivera, 2012).

Embora a inflamagdo seja um componente essencial na resposta protetora do
hospedeiro contra os fungos, a sua desregulacdo pode piorar significativamente as
doencas fungicas. Assim, surgem as célutas T reguladoras que sdo responsaveis pela
producédo de elevados niveis de TGF-B, uma citocina imunossupressora que atua sobre
células apresentadoras de antigenos e outras células T (Roncarolo e Levings, 2000). O
TGF-B é uma citocina multifuncional e esta relacionada com processos de regulacéo
celular e forte efeito supressor sobre os macréfagos, inibindo a expressdo de 6xido
nitrico e de IFN-y, regula as respostas imunes contra varios patdgenos, como Vvirus,
bactérias, leveduras e protozoarios (Blobe et al., 2000).

Nossos resultados em relacdo a producdo de TGF- B (Figura 13) verificaram que
as células dos animais infectados, quando estimuladas com os antigenos do patégeno,
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produziram maiores quantidades desta citocina nas segunda e oitava semanas, com
menor producdo nas semanas intermediarias. Os resultados encontrados estdo de acordo
com Sassé et al (2012) onde o EL estimulou menores concentracdes de TGF-B no
periodo entre a quarta e sexta semanas em camundongos com deficiéncia no receptor
TLR4. Figueiredo et al. (2004) demonstraram que 0 TGF-B juntamente com IL-1f
auxilia na aderéncia das células leveduriformes do S schenckii as células endoteliais,
coincidindo com a presenca de uma depressdo na liberagdo desta citocina pro-
inflamatoria entre a quarta e sexta semanas de infeccdo acompanhada com o aumento
do nimero de fungos no figado e baco de camundongos infectados (Carlos et al., 2003).

O TGF-p participa na desativagdo dos macrofagos, principalmente atuando sobre
0s mecanismos oxidativos, facilitando, assim, a sobrevivéncia do patégeno e
promovendo uma infeccdo persistente (Tsunawaki et al., 1988; Ding et al., 1990).
Figueiredo et al. (2007) sugeriram que 0 TGF-B atua auxiliando a disseminag¢do do
patégeno, por facilitar a interacdo do S schenckii com a matriz subendotelial,
permitindo que as células leveduriformes interajam com as células do hospedeiro.

Ferreira et al (2010) investigaram o envolvimento das Treg na imunossupressao
provocada pelo P. brasiliensis no hospedeiro e verificaram que 0 aumento do niumero
dessas células é compativel com uma forte atividade supressora, caracterizando o
potencial imunossupressor da paracoccidiodomicose. Calich et al (1998) estudaram os
diferentes fendBmenos imunorreguladores associados a resisténcia e a suscetibilidade de
camundongos a paracocidoidomicose, e mostrou que os animais resistentes liberaram
pequenas quantidades de TGF-B, enquanto os suscetiveis liberaram elevadas
concentragcdes deste mediador, caracterizando a progressao da doenga nestes animais
sensiveis.

Este estudo é o primeiro a relacionar o envolvimento do inflamassoma com o S,
schenckii e seus antigenos. Os resultados obtidos demonstram um periodo de
imunossupressdo e consequente progressdo da doenca, bem como a importancia do
inflamassoma na protecdo do hospedeiro. Assim, os dados sugerem que as terapias
emergentes para esta doenca poderia ser alcancado através dos esforcos de uma resposta
imunolégica controlada, que contribui para a eliminagdo de fungos sem maiores

consequéncias para o hospedeiro.

74



7. Conclusoes

v" O modelo experimental de esporotricose em camundongos Balb/c é semelhante ao
modelo encontrado em camundongos Swiss, apresentando depressdo da resposta
imunolodgica no periodo compreendido entre a quarta e sexta semanas de infec¢éo;

v As células dos animais infectados estdo mais suscetiveis as condicdes de cultura
que as células dos animais ndo infectados. O EL e a F1 provocaram diminui¢do na
viabilidade das PECs e dos esplendcitos totais dos animais infectados, com reducdes
mais pronunciadas na viabilidade destas células frente ao EL, sendo este mais
citotoxico para estas células entre os antigenos fungicos;

v" Durante a 4% e 62 semanas de infeccdo observou-se elevada producdo de NO e
IFN-y quando as células dos animais infectados foram desafiadas com os antigenos
fangicos. Esses resultados indicam uma atividade imunossupressora neste periodo
levando ao agravamento da doenga e maior acometimento do hospedeiro;

v" Na 4% e 62 semanas de estudos ocorre uma diminuicdo da quantidade de caspase-1
ativa, importantes no processamento e secre¢do de IL-1p e IL-18, além da ativacdo do
inflamassoma. 1sso demonstra que o inflamassoma esta com sua ativacdo inibida neste
periodo e que é um componente importante da respsota imunolodgica na defesa contra
0 Sporothrix schenckii;

v" Nas semanas intermediarias quando ocorre a diminuicdo no percentual de células
com a caspase-1 ativa, também menor liberacdo das citocinas IL-1p e IL-18. Esses
resultados sugerem que o perfil apresentado por essas citocinas estejam colaborando
para uma maior disseminagdo do patégeno ja que estdo diretamente relacionadas com
a resposta inata e com a otimizagdo de uma resposta adaptativa,;

v" A producdo de IL-17, citocina relacionada com a inflamacdo, mostrou-se reduzida
no periodo critico de acometimento da doenca fingica e a IL-23, responséavel pela
manutencdo e expansao das células Thl7, seguiu 0 mesmo perfil de producéo. Esses
resultados sugerem a existéncia de um eixo IL-17/IL-23 necessario para otimizar a
resposta do hospedeiro em relacéo a infeccao fungica.

v" Nas semanas intermediarias, em que o TGF-B estd menos elevado, ha maior

producdo de NO e IFN-y, permitindo que diferetes subtipos de células T e fagdcitos
combatam o agente invasor;
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Anexo |

Tabela 1 — Viabilidade das PECs dos animais infectados

Animais Infectados

Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 68,08 + 0,8063 97,60 + 3,119 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
4a 92,81 + 6,740 94,15 + 6,797 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
6a 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
8a 96,67 +0,8911 99,23 + 1,543 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
Tabela 2 — Viabilidade das PECs dos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 97,73 + 3,089 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
4a 99,36 + 1,102 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
6a 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
8a 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
Tabela 3 — Viabilidade dos esplendcitos totais dos animais infectados
Animais Infectdos
Semanas EL F1 ConA RPMI
2a 88,20 + 9,624 92,61+ 8,561 90,45+ 11,17 100,0 + 0,0000
4a 86,99 + 16,29 90,63 +11,39 96,68 + 3,013 100,0 + 0,0000
6a 96,50 + 7,003 97,59 + 2,041 96,06 + 4,577 100,0 + 0,0000
8a 88,08 + 13,69 90,15 + 11,85 95,03 + 8,949 100,0 + 0,0000
Tabela 4 — Viabilidade dos esplendcitos totais dos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 ConA RPMI
2a 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000 100,0 + 0,0000
4a 97,56 + 4,227 87,23 + 4,976 98,67+ 2,309 100,0 + 0,0000
6a 96,76 + 5,604 100,0 + 0,0000 99,11+ 1,541 100,0 + 0,0000
8a 86,38 + 3,411 86,98 + 6,895 86,82 + 4,119 100,0 + 0,0000
Tabela 5 — Producgéo de NO pelas PECs dos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 0,0000 + 0,0000 0,7652 + 0,8262 76,25 + 4,073 1,220 + 2,439
4a 13,85 + 6,726 8,616 + 6,457 46,39 + 4,622 1,069 + 1,513
6a 17,53 + 3,570 24,35 + 0,4267 33,03 £ 2,244 0,2783 + 0,5567
8a 7,905 + 1,868 20,75 + 2,506 67,84 +7,148 0,2050 + 0,4099
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Tabela 6 — Producéo de NO pelas PECs dos animais normais

Animais Normais

Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 0,0000 + 0,0000 0,8232 + 1,426 74,11+ 0,7895 0,2058 + 0,3305
4a 0,0000 + 0,0000 0,0000 + 0,0000 48,77+ 6,592 0,0000 + 0,0000
6a 0,0000 + 0,0000 4,560 + 0,5921 32,90 + 0,9919 0,0000 + 0,0000
8a 0,2584 + 0,4476 1,370 + 2,373 30,54 + 5,562 0,2773 +0,4803
Tabela 7 — Percentual de capase-1 ativa nos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 18,65 + 0,4655 18,55 + 0,7326 13,85 +1,480 12,22 +1,016
4a 13,15 + 0,9883 15,33 + 0,4349 11,10 + 0,7746 10,98 + 0,4508
6a 13,75 + 0,5568 13,22 + 1,196 11,45 + 0,4509 11,18 +0,8808
8a 21,55 + 0,5686 22,43 +0,9878 21,22 +0,3515 20,83 + 0,6850
Tabela 8 — Percentual de caspase-1 ativa nos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS RPMI
2a 3,050 + 0,3500 4,800 + 0,3000 3,033 + 0,4163 2,867 + 0,2309
4a 6,067 + 0,5774 7,333 £0,3512 6,500 + 0,3000 4,400 + 0,1000
6a 5,300 + 0,5000 5,900 + 0,2000 4,217 + 0,5346 4,000 + 0,2000
8a 6,333 + 0,3512 7,517 + 0,6292 5,800 + 0,6000 5,800 + 0,6000
Tabela 9 — Liberacdo de IL-1p pelos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 185,8 + 76,97 250,4+98,10 | 273,6+71,44 | 4,508 +4,756 | 0,000 + 0,000
4a 127,3+52,18 16,02+ 32,03 | 36,82+6,003 | 0,000+ 0,000 | 0,000 + 0,000
6a 0,000 + 0,000 102,3+28,13 | 281,3+56,09 | 1914+1461 | 12,39 41461
8a 143,4 + 42,28 582,1+ 85,70 | 559,8+92,92 | 148,6+38,93 | 47,82+1,142
Tabela 10 — Liberagéo de IL-1p pelos animais normais
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 79,67 + 26,75 0,000 + 0,000 | 82,04 +13,54 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
4a 15,09 + 26,13 | 0,0000 + 0,000 | 80,04+ 13,54 | 0,000 +0,000 | 0,7288 + 1,262
6a 2,446 + 4,237 5,146 +2,427 | 86,04 +13,54 | 22,74+3,093 | 0,000 + 0,000
8a 5,361 +3,555 | 4,232+0,7023 | 83,04+13,54 | 64,86+26,55 | 2,791+ 3,946
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Tabela 11 — Liberacao de IL-18 pelos animais infectados

Animais Infectados

Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 1112 + 98,06 1065+ 65,89 | 860,2+64,15 | 0,000+ 0,000 | 26,01+ 30,04
4a 492,3 + 22,95 472,7+6153 | 253,2+74,61 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000
6a 423,1 + 30,05 3452+ 6543 | 267,1+48,91 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
8a 121,4 + 28,54 109,1+28,45 | 1157 +24,16 | 0,000+ 0,000 | 1,698 + 1,526
Tabela 12 — Liberacdo de IL-18 pelos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 0,000 + 0,000 0,000+ 0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000+0,000 | 0,000 0,000
4a 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
6a 57,58 + 7,501 74,67 +9,866 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000+ 0,000
8a 56,41 + 6,143 46,82 +10,13 | 28,30+2,064 | 0,000+ 0,000 | 0,000 + 0,000
Tabela 13 — Liberacdo de IFN-y pelos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 766,7 £116,2 1238+302,3 | 1851+64,26 | 504,8+41,95 | 0,000 + 0,000
4a 1024 + 78,48 1602 +210,1 | 1510+1155 | 7151+280,3 | 21,10 + 4,659
6a 1392 + 93,84 1010 +50,34 | 1564+97,33 | 361,5+64,65 | 9,628 + 6,888
8a 815,6 + 149,6 1692 +110,6 1723+74,83 | 4336+1519 | 1,186+ 1,392
Tabela 14 — Liberagéo de IFN-y pelos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 167,7 + 25,76 336,6 +123,5 1650 +120,4 | 352,1+137,7 | 6,175+ 3,418
4a 400,4 + 10,26 660,2 421,04 | 1084+42,15 | 407,8+170,1 | 49,49+5,183
6a 364,1+ 32,76 821,3+10,49 | 1533+33,66 | 769,5+33,28 | 164,0+51,12
8a 143,2 + 40,51 4443 +9,491 | 1524+2528 | 219,2+14,00 | 0,000 + 0,000
Tabela 15 — Liberacao de IL-17 pelos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 5937+1425| 1685+5123 | 82,59+10,73 | 0,000+ 0,000 | 0,707 + 0,8858
4a 1,107+2215 | 10,66+1,794 | 2226+5316 | 8,800+12,19 | 1,046 + 2,092
6a 5,609 +3,593 | 37,75+4,244 | 26,99 +4,038 | 0,337 +0,6758 | 0,000 + 0,000
8a 17,98 + 16,25 96,47+ 2,938 | 32,82+18,92 | 6,502 +6,520 | 0,3857 +0,771
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Tabela 16 — Liberacdo de IL-17 pelos animais normais

Animais Normais

Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 0,0000 +0,0000 | 1581+6,958 | 45,70+17,01 | 0,000+ 0,000 | 4,033+ 2,001
4a 0,0000 +0,0000 | 3,659+6,338 | 45,80+13,82 | 1,006+ 1,743 | 1,074 + 0,9395
6a 0,0000 +0,0000 | 24,26+3548 | 62,51+3,914 | 0,000+ 0,000 | 0,037 +0,065
8a 0,000+ 0,000 | 8,061+13,96 | 14,41+4,041 | 2,109+2912 | 1,532+1,350
Tabela 17 — Liberacdo de IL-23 pelos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 655,2+ 47,49 | 785,1+0,4741 | 0,000+ 0,000 | 0,000+0,000 | 3,397 +4,514
4a 0,000 + 0,000 115,3+4,483 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000 + 0,000
6a 338,4 + 48,94 333,6+17,52 | 176,3+71,47 | 0,000+0,000 | 4,947 + 3,412
8a 78,05 +156,1 657,7+76,52 | 354,7+38,21 | 1956+9225 | 0,000 +0,000
Tabela 18 — Liberacdo de IL-23 pelos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 56,88 +29,48 | 14,45+25,02 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
4a 18,53 +32,09 | 2,948+5107 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
6a 0,000 + 0,000 | 8,673+ 15,02 | 0,000+0,000 | 0,000+ 0,000 | 0,000 0,000
8a 0,000 + 0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 26,66+37,40 | 0,000+ 0,000
Tabela 19 — Liberagéo de TGF- pelos animais infectados
Animais Infectados
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 614,2+76,84 | 60512406 | 517,2+82,88 | 5842+5227 | 57,13+32,06
4a 367,4+39,88 | 261,7+6527 | 361,6+42,07 | 332,0+86,35| 4597+28,61
6a 720,3+74,74 | 617,8+86,34 | 683,8+54,36 | 781,5+64,39 | 34,63+1530
8a 817,4+93,85 | 8085+1198 | 827,6+90,81 | 8186+6,471 | 2533+2242
Tabela 20 — Liberacdo de TGF-p pelos animais normais
Animais Normais
Semanas EL F1 LPS ConA RPMI
2a 74,43 +1,466 83,67+10,74 | 174,3+20,71 | 221,2+21,70 | 0,000 + 0,000
4a 158,2 + 38,30 183,7+24,65 | 238,8+42,38 | 3146+60,03 | 1,773+1,822
6a 55,93 + 18,05 59,05 +20,09 | 269,2+30,67 | 302,8+20,07 | 4,657+1,664
8a 52,62 + 30,17 81,52 +14,19 | 269,2+30,67 | 309,5+59,65 | 6,225+5415
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Abstract

Sporotrichosis is a disease that is caused by the thermo-dimorphic fungus Sporothrix
schenckii. The inflammasome is an important regulator of inflammation that is
comprised of the NLR receptor, ASC and caspase-1 and is responsible for the
maturation of IL-1p and IL-18. The induction of cellular immunity depends on the
interactions between antigens, macrophages and lymphocytes because when activated,
these cell populations release immune mediators to establish a link between the innate
and adaptive immune responses. The high production of NO and reduced secretion of

the proinflammatory cytokines IL-1p and IL-17 in the 4™ and 6™ weeks of infection
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result in host immunosuppression and increased disease severity. The percentage of
activated caspase-1 is decreased during this time period and is accompanied by
decreases in IL-1p and IL-18 during the period of higher susceptibility to this infection.
IFN-y levels were elevated during the entire time course of infection. Overall, the
results emphasize the importance of inflammasomes in the host defense against S.

schenckii fungal infections.

1. Introduction

Sporotrichosis is caused by the thermo-dimorphic fungus Sporothrix schenckii (S.
schenckii), which affects both the cutaneous and subcutaneous tissues and subsequently
affects the lymphatic vessels, lymph nodes and visceral organs. Infection usually occurs
through post-traumatic inoculations of the fungus, which is present in soils, plants and
contaminated organic materials (1). Plant growers, farmers, miners and fishermen were
shown previously to be affected, and increasingly, veterinarians, animal caretakers, cat
owners and laboratory handlers of S. schenckii are considered to be at risk for the

development of such infections (2).

The anti-fungal immune response uses several mechanisms to prevent infections (3). In
the innate response, one mechanism involves the presence of pattern recognition
receptors (PRRs) that detect and respond to the presence of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) (4). The NOD-like receptors (NLRs) are PRRs that are
located within the cytoplasm and are mainly expressed in macrophages, which
recognize highly conserved products and pathogens. The NLRs are present in

multiprotein complexes that are called inflammasomes (5).
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The inflammasome is an important regulator of inflammation through the activation of
caspase-1, which culminates in the maturation of pro-IL-1f and pro-IL-18 to the active
forms. These interleukins contribute to the host defense against infections by enhancing
the antimicrobial properties of phagocytes and contributing to the Thl and Thl7
adaptive immune responses (6). Several studies of Candida albicans infection models
have shown that the inflammasome is important to host antifungal defenses (7);
however, no information is available with regards to the involvement of the

inflammasome in S. schenckii infections.

Macrophages are cells of the innate immune response and are responsible for
phagocytosis, antigen presentation, and the production of cytokines and anti-microbial
agents, such as reactive nitrogen intermediates (8). Nitric oxide (NO), a reactive
nitrogen intermediate, is highly cytotoxic against S. schenckii and acts as a potent
mediator of the immune and inflammatory responses, which lead to the destruction of

the microorganism by pro-inflammatory cytokines (9).

In addition to their roles in the innate responses, antigen-presenting cells primarily
capture and present immunogenic pathogen fragments to T cells (10). The Th1/Th2
paradigm has proven essential to an understanding of the adaptive host immune
response. Studies that have examined the importance of regulatory T cells in fungal
infections, as well as the recent discovery of Thl7 cells, have provided crucial
information to an understanding of the complementary roles that are played by T helper

lymphocytes in host defenses against various fungal infections (11).
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The interactions between the innate and adaptive responses enable effective host
responses against a variety of infections and pathogenic agents. Therefore, the aim of
this study was to analyze host immune responses in a systemic sporotrichosis infection
model. These responses were measured by the production of NO and the involvement of
the inflammasome in activated macrophages, as well as the interactions in vitro between
peritoneal macrophages and splenic lymphocytes in an eight-week coculture infection

model with different antigenic preparations of S. schenckii.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male 4-6-week-old BALB/c mice were purchased from the Multidisciplinary Center for
Biological Research (CEMIB), University of Campinas (UNICAMP), S&o Paulo,
Brazil. The mice were housed in specific pathogen-free (SPF) conditions in our animal
facility. All procedures were approved by the Institutional Ethics Committee (Protocol

CEP/FCF/CAR no. 06/2012).

2.2. Sporothrix schenckii culture

Sporothrix schenckii, strain 1099-18, was kindly provided by Dr. Celuta Sales Alviano
at the Institute of Microbiology, Federal University of Rio de Janeiro (Brazil). This
strain was isolated from a human case of sporotrichosis at the Mycology Section of the
Department of Dermatology, Columbia University (New York, NY, USA). The fungus
was cultured at 37°C for 8 days in brain heart infusion (BHI) broth (DIFCO) with
constant rotatory shaking at 150cycles/min, which maintained a suspension of yeast

cells.
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2.3. Infection method

For S. schenckii infections, a yeast suspension of 10°cells/sml was prepared in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). Each animal in the experimental group was
inoculated intraperitoneally with 0.10 ml of this suspension, while animals in the
control group were injected with 0.10 ml of PBS alone. Mice were sacrificed at different
time points after infection (2", 4™, 6", and 8" weeks), and the peritoneal and spleen
cells of the infected and control animals were collected and stimulated in vitro with a

lipid extract of S. schenckii (12).
2.4. Lipid extraction

Freeze-dried yeast cells were disrupted by six cycles of ultrasonic vibration at 200W for
3min each. A high degree of disruption was observed consistently by phase-contrast
microscopy. The cell walls were washed with distilled water and collected by
centrifugation at 5000xg for 5min. The washes were continued until phase-contrast
microscopy indicated that the suspension was free of undisrupted cells and cytoplasmic
components. The freeze-dried cell wall samples were subjected to lipid extraction by
soaking in a chloroform/methanol solution (2:1, v/v) with stirring for 2h at room
temperature. The extract was separated by centrifugation at 5000 x g for 5min, and the
insoluble residue was re-extracted three more times as described. The component was

called the lipid extract (EL).
2.5. Alkali-insoluble fraction

This was performed by alkaline extraction as described previously by Kanetsuma.
Briefly, cell walls were suspended in 1 N NaOH (10 mg/ml) and were gently stirred for

1h at room temperature. After centrifugation at 5000 x g for 10 min, the supernatant was
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collected, and the procedure was repeated four times, after which all supernatants were
combined. The alkali-insoluble sediment was washed with water until it reached pH 7.0
and was then washed with ethanol, acetone and diethyl ether in that order. The resulting

white powder was called the alkali-insoluble fraction (F1).

2.6. Peritoneal exudate cells

Thioglycollate-elicited peritoneal exudate cells (PECs) were harvested from BALB/c
mice in 5.0 mL of sterile PBS (pH 7.4). The cells were washed twice by centrifugation
at 200 x g for 5 min at 4°C and were resuspended in the appropriate medium for each

test.

2.7. Splenocytes

Spleens were collected aseptically and placed in a Petri dish with 3.0 ml of RPMI-1640
culture medium (Sigma). Cell suspensions were obtained by tweezing the spleen,
followed by 3 washes with RPMI-1640 as described above. The cells were re-suspended
at a concentration of 1x10" cells/ml in RPMI-1640 with 100 U/mL penicillin, 100
ug/mL streptomycin, 5x10% M mercaptoethanol and 5% inactivated fetal calf serum

(Sigma).

2.8. NO measurement

Adherent PECs were re-suspended in RPMI-1640 medium at a concentration of 5x10°
cells/mL, and 100 pL of this suspension was added to each well of a 96-well tissue
culture dish along with 100 pL of lipid extract, the alkali-insoluble fraction (F1) from S.
schenckii yeast form, and lipopolysaccharide (LPS) from E. coli O111:B in RPMI-

1640C for the positive control or RPMI-1640C alone for the negative control. The cells
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were incubated for 24 h at 37 °C in a mixture of 95% air and 5% CO,. To measure NO,
50-pL aliquots of the culture supernatants were mixed with 50 pL of Griess reagent (13)
(1% wi/v sulfanilamide, 0.1% wi/v naphthylethylenediamine and 3% H3PO,) and
incubated at room temperature for 10 min. The color reactions were analyzed at 540 nm

with a Multiskan Ascent ELISA reader (Labsystems, Helsinki, Finland).

2.9. Flow cytometry analysis of activated caspase-1

The PECs were resuspended in RPMI-1640C at a concentration of 2x10° cells/mL, and
the adherent cells were obtained by a 1-h incubation at 37°C in an atmosphere with 5%
CO, (Forma Scientific). Adherent cells were incubated with EL, F1, LPS or RPMI-
1640C alone for 2 h at 37°C in 5% CO2. After this period, FLICA reagent (FAM-
YVAD-fmk caspase-1 FLICA™ Kit, Immunochemistry Technologies) was used to
determine the percentage of cells with activated caspase-1 by flow cytometry, according
to the manufacturer's instructions. The percentage of cells with activated caspase-1 was
detected by flow cytometry with a FACSCanto flow cytometer and FACSDiva software

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

2.10. Cytokine assay

The PECs were resuspended in RPMI-1640C at a concentration of 5x10° cells/mL, and
the adherent cells were obtained after a 1-h incubation at 37°C in an atmosphere with
5% CO2 (Forma Scientific). The adherent cells were incubated with splenocytes at a
concentration of 1x10 cells/mL and EL, F1, LPS, Concanavalin-A (ConA) or RPMI-
1640C alone. The cocultured cells were incubated for 24 h at 37°C in 5% CO,. The
levels of IL-1p, IL-18, IL-17 and IFN-y in the coculture supernatants were determined

by ELISA (eBioscience) according to the manufacturer’s instructions. The ELISA
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absorbances were read at 450 nm on a microplate reader (Multiskan Ascent,

Labsystems) within 30 min of stopping the reactions.

2.11. Statistical analysis

Tukey’s test (Prism Software, San Diego) was used to determine the statistical
significances of differences between the experimental groups. Significance was declared
if P<0.05. The reported data are representative of three independent experiments and are

presented as the means + SD of triplicate observations.

3. Results

3.1. Nitric oxide production

NO production was evaluated in PECs from mice that were infected with S. schenckii
(Fig. 1A) or with uninfected mice (Fig. 1B). PECs from infected animals produced high
levels of NO upon exposure to EL and F1, particularly during the period between the
fourth and sixth weeks. The cells from infected animals demonstrated an increased
production of NO in response to EL between the fourth and sixth weeks (p<0.001).
When cells from infected mice were stimulated with F1, low levels of NO production
were observed in the second week but were elevated in the other weeks, with a peak
concentration in the sixth week (p<0.001). In uninfected mice, NO production remained

low in all weeks.

3.2. Determination of active caspase-1

The presence of activated caspase-1 in the PECs was assessed with flow cytometry
through the covalent attachment of FLICA, a cell permeable substance, to activated

caspase-1. In PECs from infected animals (Fig. 2A), after exposure to EL and F1, the
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percentage of cells with activated caspase-1 was elevated in the second week, reduced
in the fourth (p<0.001 between the second and fourth weeks) and sixth weeks, and
reached a peak level in the eighth week (p<0.001 between the sixth and eighth weeks).
We observed that in the cells from infected mice that were cultured with RPMI-C only,
there were higher percentages of cells with activated caspase-1 due to sporotrichosis in
the source animals. Among PECs from the uninfected mice (Fig. 2B), low percentages

of cells with active caspase-1 were observed throughout the eight-week study.

Figures 3 and 4 show histograms and dot plots that represent the flow cytometer
calibration controls and the post-adhesion PECs in BALB/c mice that were infected or

not with S. schenckii.

3.3. Release of IL-1p, IL-18, IL-17 and IFN-y

The cells from infected animals (Fig. 5A) produced lower levels of IL-18 when
stimulated with fungal antigens in the fourth and sixth weeks of infection (p<0.001
compared with other weeks). The responses of cells from infected animals to EL and
F1, as measured by IL-1p, were elevated in the second week, reduced in the fourth and

sixth weeks (p<0.001) and elevated further in the eighth week.

Cells from infected animals that were exposed to fungal antigens produced high levels
of IL-18 in the second week; IL-18 concentrations decreased progressively throughout
the remaining weeks. The cells from infected animals (Fig. 6A) that were exposed to EL
and F1 produced IL-18 in a similar pattern, with observed peak concentrations in the
second week and lower concentrations in the eighth week (p<0.001 in the second, fourth
and sixth weeks and p<0.05 in the eighth week when compared with the negative

control).
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When cells from infected animals (Fig. 7A) were treated with EL, lower levels of IL-17
were observed in the early weeks without much increase in the sixth and eighth weeks.
When cells from infected animals were treated with F1, the production of IL-17 in each
week (p<0.001 in the second, sixth and eighth weeks when compared with the negative
control). High IL-17 concentrations were observed in the second and eighth weeks

(p<0.001 compared with other weeks).

The cells from infected animals (Fig. 8A) were observed to produce high concentrations
of IFN-y in all weeks (p<0.001 when compared with the negative controls) when
exposed to EL and F1. When exposed to EL, increased IFN-y production was observed
in the second, fourth and sixth weeks of infection, with a peak production of IFN-y in
the sixth week (p<0.05 between the fourth and sixth weeks). In response to F1, cells
from infected mice produced high amounts of IFN-y in the second and fourth weeks,
with a peak concentration in the eighth week of infection (p<0.001 between the sixth

and eighth weeks).

The analyses of cytokine levels in the supernatants from the cocultured cells of
uninfected mice (Figure 5B, 6B, 7B and 8B) showed that the tested fungal antigens

induced low levels of all cytokines throughout the study.

4. Discussion

Pathogenicity from fungal infections has increased significantly in recent years and is
likely due to work habits, recreational activities and increased numbers of susceptible
patients (14). In the host, fungal infections are recognized primarily by the innate
immune response, which ensures the post-infection survival of the host. NO plays an

important role in inflammatory responses and thus in innate immune responses through
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contributions to the cytotoxic activity of macrophages against bacteria, protozoa, fungi
and viruses (15). Our results showed that in our infection model, NO production was
higher between the fourth and sixth weeks when cells from infected animals were
treated with EL. However, when cells from the same infection time points were
stimulated with F1, little production of NO was observed in the second week; however,
higher NO levels were observed in other weeks, and peak NO concentrations were
reached in the sixth week. High NO concentrations during this period of the infection
course might be related to immunosuppressive activity, with subsequent increased
disease severity and greater host involvement, because fungal growth in the spleens and

livers of infected animals was also observed during this period (15).

Another mechanism of the innate immune response involves the PRRs, which recognize
a broad spectrum of pathogens through the PAMPs (16). NLRs are cytosolic proteins
that form complexes called multiprotein inflammasomes, which act in host defenses
against various fungi (17). In addition to the NLR protein, the inflammasome consists of
the adapter molecule ASC and the enzyme caspase-1; together, the inflammasome acts
as an important regulator of inflammation through the activation of caspase-1, which
results in the maturation of the immature forms of IL-1p and IL-18. These cytokines
contribute to the host defense against infections by enhancing the antimicrobial

properties of phagocytes and initiating Thl and Th17 adaptive immune responses (6).

The involvement of the inflammasome in this study was verified by the flow cytometric
determination of activated caspase-1 levels, through which it was found that infected
animals had higher percentages of cells with activated caspase-1 than did normal
animals. The cells of infected animals, when exposed to fungal antigens, had higher

percentages of cells with activated caspase-1 in the second and eighth weeks and lower
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percentages in the weeks between those time points. These results indicated low
inflammasomal activation during this period, which suggested immunosuppression in
the host organism that led to an increased susceptibility to the pathogen. The
inflammasome plays an important role in antifungal host defenses, and studies showed
that NLR- and ACS-deficient mice had lower survival rates and higher colonization
rates in the oral cavities and kidneys after C. albicans infection than did wild-type mice,
which indicated that the inflammasome is necessary for resistance to the spread of

fungal infections (7).

Cytokines are regulatory proteins that are released by phagocytic and adaptive immune
cells and that are essential to intercellular communication in many pathophysiological
processes. The induction of cellular immunity against fungal infections depends on the
interactions between antigens, macrophages and lymphocytes (3). Thus, we evaluated
the interactions between adherent peritoneal exudate cells and total splenocytes in
coculture with S. schenckii fungal antigens to determine the effects on the production of
various cytokines. IL-1p is a proinflammatory cytokine that has an important protective
role in several bacterial, viral and fungal infection models (18). When cells from
infected mice were stimulated with EIl and F1, IL-1 production was low between the
fourth and sixth weeks of infection. Previous studies have observed similar reductions
in IL-18 production during the same time period along with increased fungal
proliferation in the spleens of infected animals, which indicate that the absence of IL-1
could be related to a suppression of the immune response during this time period (13,
15, 19). Likewise, IL-18 was thought to be involved in many fungal infections in which
the protective role of this cytokine is primarily related to the induction of IFN-y (20).
Our findings regarding IL-18 show that cells from infected animals showed increased

production of IL-18 during the second week after exposure to fungal antigens and that
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IL-18 production decreased progressively throughout the remaining weeks. Further, the
reduced production of this cytokine at the midpoint of the experimental timeline might
support fungal dissemination and increase host immunosuppression, as most of the
fungal proliferation was observed in the spleens of infected animals. Thus, the
inflammasome could prevent the spread of fungal contamination. In this context, the

cytokine profiles could influence the potential innate immune response.

IL-17-producing cells comprise a subset of T cells that have been increasingly
recognized as important in adaptive immune responses to a variety of fungi (3). Our
results show that IL-17 production by infected cells was more pronounced in response
to F1 and that IL-17 production was reduced between the 4™ and 6 weeks. In
comparison, IL-17 production in response to EL was lower in the initial weeks and was
reduced further in the final weeks. This finding is supported by previous reports because
IL-17-deficient mice are highly susceptible to disseminated candidiasis and presented
with delays in wound healing (23). Throughout the infection time course, cells from
infected animals produced high concentrations of IFN-y after exposure to EL and F1.
EL exposure induced peak IFN-y production levels in the sixth week, while F1 exposure
induced peak IFN-y production levels in the eighth week of infection. Thus, it is
possible that the increased release of IFN-y sustains the release of NO in response to

fungal antigens during this time period (23).

The IL-1B- and IL-18-dependent caspase-1 is activated early in Thl and Th17 adaptive
responses. Studies have demonstrated a critical role for inflammasomal components in
antifungal responses, as caspase-1 and ASC were observed to facilitate the
dissemination of candidiasis by regulating Thl and Th17 responses (6). Caspase-1- and

ASC-deficient mice presented with diminished Th1 and Th17 responses and subsequent
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increases in fungal proliferation and survival rates of smaller animals, findings that were

verified in the present study.

This study is the first to relate inflammasomal involvement to S. schenckii and its fungal
antigens. Our results demonstrated a period of immunosuppression and consequent
progression of the disease, as well as the importance of the inflammasome in the effects
of this pathogen on host protection. Thus, the data suggest that emerging therapies for
this disease could be achieved through the efforts of a controlled inflammatory response

that contributes to fungal elimination without major consequences for the host.
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Figure Legends

Figure 1 - NO production in cultured PECs from BALB/c mice that were infected (A) or

not (B) with the fungus S. schenckii for eight weeks. The PECs of infected and
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uninfected animals were cultured in the presence of EL, F1, LPS or RPMI-C. PECs
from each test animal were evaluated in triplicate at the time of the experiment, and
these results show the values from three independent experiments. The nitrite
concentrations were obtained from a standard curve that had been established
previously with known molar concentrations of sodium nitrite (NaNOy), and the results
were expressed in pmols nitrite/5x10° of cells. The data are shown as the means + SD of
five animals per each week of infection. *** p<0.001 between the fourth and sixth

weeks compared with the other weeks.

Figure 2 - Determination of caspase-1 activity in PECs of BALB/c mice that were
infected (A) or not (B) with S. schenckii for eight weeks. The PECs from infected and
uninfected mice were cultured in the presence of EL, F1, LPS or RPMI-C. Activated
caspase-1, as determined by FLICA binding, was quantified by flow cytometry. These
results show the values from three independent experiments. The results were expressed
as the percentages of cells with activated caspase-1 and are shown as the means + SD of
five animals per each week of infection. ***p<0.001, *p<0.05 for EL and F1 treated

cells compared with the negative control.

Figure 3 - Histograms and dot plots that represent the calibration controls for the flow
cytometric analysis of PECs that were obtained from BALB/c mice infected with S.
schenckii. The values shown in the quadrants correspond to the control cells and FLICA

reagent.

Figure 4 - Histograms and dot plots that represent the calibration controls for the flow
cytometric analysis of PECs that were obtained from uninfected BALB/c mice. The

values shown in the quadrants correspond to the control cells and FLICA reagent.
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Figure 5 - Concentrations of IL-1p in the supernatants from PEC and total splenocyte
cocultures from BALB/c mice that were infected (A) or not (B) with S. schenckii for
eight weeks. The cells were cultured in the presence of EL, F1, LPS, Con-A or RPMI-
C. IL-1p concentrations were determined by ELISA and were calculated with a standard
curve that was established previously from known concentrations of IL-1p. These
results show the values from three independent experiments. The results were expressed
as pg/ml and were shown as the means = SD of five animals per each week of infection.

*** p<0.001 for the fourth and sixth weeks compared with the other weeks.

Figure 6 - Concentration of IL-18 in the supernatants from PEC and total splenocyte
cocultures from BALB/c mice that were infected (A) or not (B) with S. schenckii for
eight weeks. The cells were cultured in the presence of EL, F1, LPS, Con-A or RPMI-
C. IL-18 concentrations were determined by ELISA and were calculated with a standard
curve that was established previously from known concentrations of IL-18. These
results show the values from three independent experiments. The results were expressed
as pg/ml and are shown as the means = SD of five animals per each week of infection.

*** n<0.001 for EL and F1 treated cells compared with the negative control.

Figure 7 - Concentration of IL-17 in the supernatants from PEC and total splenocyte
cocultures from BALB/c mice that were infected (A) or not (B) with S. schenckii for
eight weeks. The cells were cultured in the presence of EL, F1, LPS, Con A or RPMI-C.
IL-17 concentrations were determined by ELISA and were calculated with a standard
curve that was established previously from known concentrations of IL-17. These
results show the values from three independent experiments. The results were expressed
as pg/ml and are shown as the means = SD of five animals per each week of infection.

*** p<0.001 for F1 treated cells compared with the negative control.
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Figure 8 - Concentration of IFN-y in the supernatants from the PECs and total
splenocytes from BALB/c mice that were infected (A) or not (B) with S. schenckii for
eight weeks. The cells were cultured in the presence of EL, F1, LPS, Con A or RPMI-
1640C. IFN-y concentrations were determined by ELISA and were calculated with a
standard curve that was established previously from known concentrations of IFN-y.
These results show the values from three independent experiments. The results were
expressed as pg/ml and are shown as the means + SD of five animals per each week of
infection. *** p<0.001 for EL and F1 compared with the negative control, # p<0.05 for

the peak concentration of IFN- y at eight weeks.
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