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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, endémica na América
Latina, causada pela inalacdo de propagulos micelianos do fungo termodimorfico do género
Paracoccidioides spp.(Pb). Dentre os mecanismos de resposta imune contra o fungo,
destacam-se os exercidos pelas células fagocitarias como os macréfagos, neutréfilos e células
dendriticas (DCs). Além do importante papel efetor, isto €, de destruicdo do fungo, essas
células, por terem capacidade de produzir citocinas tanto pré6 como anti-inflamatorias,
desempenham um importante papel modulador da resposta imune inata, assim como de
instrucdo da resposta imune adaptativa que serd gerada posteriormente. Para essa Ultima
funcdo, as células dendriticas merecem destaque por constituirem a populacdo de células
fagocitarias mais adaptada ao processo de ligar, fagocitar, destruir, processar microrganismos
e apOs migrarem aos orgdos linféides periféricos, locais onde elas maturam para desenvolver
0 processo de apresentacdo de antigeno, desencadear e instruir a resposta imune adaptativa.
No entanto, de forma similar as outras células fagociticas, as DCs sdo capazes de liberar
potentes moléculas citotoxicas que as capacita a destruirem eficientemente 0s
microrganismos. Essa capacidade, embora necessaria ao papel modulador das DCs citado
acima, representa um mecanismo efetor importante durante a resposta imune inata. A maior
ou menor capacidade das DCs destruirem os varios microrganismos pode resultar em
diferencas na disseminacdo dos mesmos durante a migracdo dessas células da periferia até 0s
orgaos linfoides secundarios. Neste contexto, em estudo anterior avaliamos se DCs humanas
exercem atividade fungicida contra o P. brasiliensis e se esse processo envolve a ativacdo do
sistema NADPHoxidase com consequente producdo de H2O2, 0 metabolito envolvido na
destruicdo do P. brasiliensis. Detectamos que as DCs ndo liberam niveis adequados de H20>
e consequentemente ndo desenvolvem atividade fungicida contra o P. brasiliensis. Em outro
estudo observamos que a interacdo das DCs com o Pb néo resulta em maturacéo eficiente
dessas células. O tipo de receptor de reconhecimento padrdo (PRR) ao qual o fungo se liga
pode determinar o seu destino no interior das células fagocitarias. Estudos tém mostrado que
enquanto alguns deles estédo envolvidos na replicagdo dos microrganismos no interior das
células fagociticas, ao contrario, outros participam da destruicdo dos mesmos. Nesse sentido,
estudos sugerem que a estimulacdo de TLR9 através do ligante agonista CpG-ODN culmina
com ativacdo do metabolismo oxidativo e consequente destruicdo de patdgenos. Corroborando

com esses estudos, detectamos que a incubagéo de DCs humanas com um agonista do TLR9



induziu um aumento significativo na atividade fungicida dessa células contra o P.brasiliensis

. No entanto, esse efeito ndo esteve associado a um aumento da producéo de H2O».



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis, endemic to Latin America, caused by
the inhalation of mycelial propagules of the thermodymorphic fungus of the genus
Paracoccidioides spp. (Pb). Among the mechanisms of immune response against the fungus,
we highlight those exerted by phagocytic cells such as macrophages, neutrophils and dendritic
cells (DCs). In addition to their important effector role, that is, fungus destruction, these cells,
due to the capacity to produce both pro and anti-inflammatory cytokines, play an important
role in modulating the innate immune response, as well as instructing the adaptive immune
response. For this latter function, DCs deserve special attention, as they are the phagocytic
cells population more adapted to the process of binding, phagocytizing, destroying, processing
microorganisms and after migrate to the peripheral lymphoid organs, where they mature and
instruct the adaptive immune response. However, similarly to other phagocytic cells, DCs are
able to release potent cytotoxic molecules that enable them to efficiently destroy
microorganisms. This ability, although necessary to their modulatory role cited above,
represents an important effector mechanism during the innate immune response. The higher
or lower capacity of DCs to destroy the various microorganisms may result in differences in
dissemination of the infection during the migration of these cells from the periphery to the
secondary lymphoid organs. In this context, in a previous study we evaluated whether human
DCs exert fungicidal activity against P. brasiliensis and whether this process involves the
activation of the NADP oxidase system with consequent H.O, production, the metabolite
involved in the P. brasiliensis killing. We have detected that DCs do not release adequate
levels of H2O2 and consequently do not exert fungicidal activity against P. brasiliensis. In
another study, we observed that the interaction of DCs with Pb does not result in efficient
maturation of these cells. The type of pattern recognition receptor (PRR) to which the fungus

binds can determine its fate within the phagocytic cells. Studies have shown that while some



PRRs are associated to the replication of microorganisms within the phagocytic cells, other,
on the contrary, are involved in the mechanisms of pathogens killing. In this sense, studies
suggested that TLR9 stimulation by the agonist CpG-ODN culminates with oxidative
metabolism activation and pathogens elimination. Accordinly, in our study we detected that
human DCs incubation with a TLR9 agonist results in a significant increase of the fungicidal
activity of these cells against P.brasiliensis. However, this effect was not associated with an

increase in H20; production.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Células fagocitarias e paracoccidioidomicose: papel na resposta imune inata e adap-
tativa

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que se manifesta endemica-
mente na maioria dos paises da América Latina, especialmente Brasil, Argentina, Coldmbia e
Venezuela cujo agente etiologico € o fungo termodimorfico do género Paracoccidioides, com-
preendendo as espeécies cripticas do Paracoccidioides brasiliensis S1, PS2, PS3 e Paracocci-
dioides lutzii (Brummer et al., 1993, Matute et al., 2006, Teixeira et al., 2009).

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam propéagulos mice-
lianos provavelmente presentes no solo, na agua e nas plantas, que penetram no hospedeiro
pelas vias aéreas, atingindo primeiramente os pulmdes, provocando um complexo primario
pulmonar. Esse processo pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a para-
coccidioidomicose-infecgdo, identificada pela auséncia de sinais ou sintomas clinicos, e de-
senvolvimento de uma resposta imune adaptativa, que pode ser evidenciada pelo teste intra-
dérmico com paracoccidioidina (Oliveira, 2002). Ao contrario, 0 processo pode progredir para
a paracoccidioidomicose-doenca com consequente disseminacao para outros érgaos como fi-
gado, baco e adrenais, pela via linfo-hematogénica (Franco et al., 1987). As manifestacdes
clinicas da micose podem ser agrupadas em dois padrdes, que definem as formas aguda e
crbnica da doenca. A forma aguda é habitualmente grave, de evolucao rapida e compromete o
sistema fagocitico mononuclear (bago, figado, linfonodos e medula dssea). A forma crénica
tem duracdo prolongada, instalacdo lenta e gradual e as lesbes permanecem localizadas ou
envolvem mais de um 6rgao ou sistema (Franco et al., 1987; Mendes, 1994; Shikanai-Yasuda
et al., 2006)

O estabelecimento da paracoccidioidomicose-infec¢do ou paracoccidioidomicose-do-
enca nas suas formas mais ou menos graves, depende principalmente das complexas interagdes
parasita-hospedeiro, que podem resultar em uma resposta imune mais ou menos eficaz por
parte deste Ultimo. Neste contexto, muitos estudos clinicos e experimentais realizados com o
objetivo de caracterizar a resposta imune do hospedeiro infectado mostraram uma importante
participacdo tanto da resposta imune inata como adaptativa (Benard, 2008; Calich et al.,
2008a).

Os mecanismos da resposta imune inata desempenham um importante papel no com-

bate a fungos patogénicos. Dentre eles, destacam-se as células fagocitarias como neutréfilos,
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mondcitos, macrofagos e células dendriticas que participam tanto como efetoras diretas exer-
cendo atividade fungicida/fungistatica, como moduladoras da propria resposta inata e também
da resposta adaptativa que sera desenvolvida posteriormente (Andrade et al., 2008; Brown,
2011).

No caso do P. brasiliensis, cuja infeccdo atinge primeiramente os pulmdes, acredita-se
que a resposta inicial seja mediada pelos macréfagos alveolares. Estudos tém mostrado que
apos serem inalados, os conidios do fungo séo fagocitados por essas células e convertidos em
leveduras (McEwen et al., 1987). Estas células podem fagocitar o P. brasiliensis através de
receptores opsonicos e ndo opsonicos. Nesse sentido, estudos tém mostrado que o reconheci-
mento e fagocitose podem ocorrer através do receptor para complemento (CR3) presente nos
macrofagos (Calich et al., 1979) uma vez que o P. brasiliensis € capaz de ativar esse sistema
pela via alternativa (Munk & Da Silva, 1992) ou pela via da lectina (Toledo et al., 2010). O
reconhecimento pode também ocorrer via receptores do tipo Toll (TLRs) (Bonfim et al., 2009;
Calich et al., 2008b) ou ainda do tipo manose (Popi & Lopes, 2002). Apds 0 processo de
fagocitose, as atividades efetoras diretas dessas células, assim como as moduladoras, depen-
derdo das complexas interaces que serdo estabelecidas entre o fungo e as outras células pre-
sentes no infiltrado inflamatdrio. Assim, varios estudos tém mostrado que as citocinas IFN-y,
TNF-a, GM-CSF e IL-15 estéo envolvidas na ativacdo de monacitos, macréfagos e neutréfilos
murinos e humanos para que essas células exercam atividade fungicida / fungistatica eficiente
contra o P. brasiliensis (Brummer et al.,1988 e 1989; Cano et al., 1992 a e b, Moscardi-Bacchi
et al., 1994; Cano et al., 1998; Kurita et al., 1999; Gonzalez et al., 2000; Kurita et al., 2000;
Souto et al., 2000; Calvi et al., 2003 a e b; Kurita et al., 2005 , Carmo et al., 2006; Rodrigues
etal., 2007; Moreira et al., 2008; Tavian et al., 2008, Bannwart et al., 2010). Adicionalmente,
o0s estudos mostraram que 0 mecanismo através do qual essas citocinas aumentam essa ativi-
dade, envolve a ativacdo do metabolismo oxidativo com consequente producdo de H2Oz, e
NO, os principais metabolitos envolvidos. Por outro lado, fatores que levam a inibicdo da
atividade fungicida dessas células tém sido relatados, como a IL-10 que bloqueia a atividade
fungicida de neutrofilos humanos e macrofagos murinos ativados com IFN-y ou TNF-a (Costa
et al., 2007, Moreira et al., 2010). Outras citocinas como a IL-6 e a 1L-18, quando em contato
com monacitos, além de ndo induzirem atividade fungicida, estimulam o crescimento do fungo
no interior dessas células (Siqueira et a.l, 2009; Dias-Melicio et al., 2011). Estes estudos re-
forcam a ideia de que as células fagocitarias, de uma forma autdcrina, conseguem modular as
suas proprias atividades antifungicas e provavelmente, as de outras células. De fato, estudos

tém mostrado que mondcitos liberam tanto citocinas pré como anti-inflamatorias em resposta
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ao fungo (Kurokawa et al., 2007). As células fagocitarias podem ainda modular as suas ativi-
dades atuando sobre outras células, que sdo fontes de importantes citocinas, como as NK,
produtoras de IFN-y. Na paracoccidioidomicose, estudos recentes mostraram que células NK
podem participar ativamente da resposta contra o fungo, destruindo as leveduras através da
liberacdo de granulisina, ou reconhecendo e destruindo células infectadas pelo fungo. Essa
atividade pode ser aumentada pela incubacdo com IL-15. Além dessa atividade efetora direta,
essas células podem ter um importante efeito modulador, uma vez que, sdo capazes de liberar
citocinas pré-inflamatorias como IFN-y e TNF-a em resposta a IL-15 (Longhi et al., 2012).

Os trabalhos acima deixam claro que uma modulacao positiva ou negativa pelas células
fagocitarias, dependera do balanco entre a liberacdo de citocinas ativadoras como 0 TNF-a e
0 GM-CSF e IFN-y e as desativadoras como a IL-10. Esse processo parece estar vinculado
principalmente a cepa do fungo e a sua capacidade de induzir a libera¢do de um ou outro tipo
de citocina (Calvi et al., 2003a).

Adicionalmente, estudos tém mostrado de forma clara, que a eficiéncia das atividades
das células fagocitarias dependeré do tipo de receptor de reconhecimento de padrdo molecular
(PRR) ao qual o fungo preferencialmente ira se ligar. Calich et al (2008 b), usando camun-
dongos TLR4 deficientes e nocautes para TLR2, mostraram que tanto o TLR2 como o TLR4
estdo envolvidos no reconhecimento do fungo. Esse reconhecimento resulta em um aumento
da capacidade fagocitica com infeccdo de macrdfagos e secrecdo de 6xido nitrico (NO). No
entanto, esse processo parece nao levar a uma eficiente atividade macrofagica e diminuicao
significativa da carga fungica, pois tanto animais normais quanto os deficientes apresentaram
a mesma taxa de sobrevida a infeccdo. Estudos em nosso laboratério, avaliando o papel dos
receptores TLR2 e TLR4 na atividade de neutrofilos humanos desafiados com a cepa virulenta
do P. brasiliensis (Pb18), sugerem que a interacdo do fungo com os dois receptores pode ser
considerada um mecanismo de patogenicidade, uma vez que esse fungo usa o TLR2 e princi-
palmente 0 TLR4 para a sua entrada nas células e escapar das funcGes efetoras destas atraves
da producéo de IL-8 e IL-10 (Acorci-Valério et al., 2010). Nakaira-Takahagi et al (2011),
mostraram que tanto o fungo, como a gp43, seu principal antigeno, sdo capazes de modular a
expressdo de TLR2 e TLR4 e consequentemente a producdo de citocinas pré e anti-inflama-
torias por monaocitos humanos. Além disso, foi mostrado que a fragdo gp43 se liga ao receptor
de manose (MR) para inibir a capacidade fagocitica e fungicida de macrdfagos peritoneais de

camundongos resistentes e suscetiveis (Popi et al., 2002). Esta descoberta levou os autores a
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postular que a secrecdo de gp43 é um dos mecanismos de escape apresentados pelo P. brasi-
liensis e que essa proteina exerce seus efeitos ligando-se ao MR.

Em relacdo a resposta imune adaptativa na Pbmicose, os primeiros estudos mostraram
que a resisténcia relaciona-se a um padréo de resposta do tipo Thi, enquanto que a suscetibi-
lidade, ao contrério, envolve uma resposta de padrdo Thz. Nesse sentido, tanto pacientes como
camundongos, apresentam producdo aumentada de isotipos de imunoglobulinas vinculadas a
um padréo Th> de resposta como 1gG4, IgE, IgA, eosinofilia periférica e baixos niveis de IL-
8, IgA, IgM, IgG1 e 1gG2b especificos de padréo Thy (Calich et al., 1985; Cano et al., 1995;
Baida et al., 1999; Mamoni et al., 2002). Adicionalmente, estudos sobre o padréo de citocinas
caracterizaram que o grupo de individuos com paracoccidioidomicose-infec¢do apresenta res-
posta imune associada ao padrdo Thi, com alta resposta linfoproliferativa a antigenos do
fungo, teste cutaneo de HT positivo, auséncia de anticorpos e niveis indetectaveis de IL-4, IL-
5 e IL-10, e aumentados de IFN-y, enquanto pacientes com a forma juvenil, apresentaram
depressao da resposta linfoproliferativa e maiores niveis de IL-4 e IL-5, citocinas representa-
tivas do padrdo Thz, quando comparados aos individuos somente infectados e também os que
apresentam a forma cronica da doenca (Oliveira et al., 2002). Foi também observada nos
pacientes a associacao entre baixos niveis de IL-2 e IFN-y e a depressdo da resposta imune
celular (Benard et al., 2001), assim como altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-1p (Mello et al.,
2002). Outros estudos ainda mostraram que individuos com paracoccidioidomicose-infeccao
expressam altos e precoces niveis de RNAm para IFN-y, TNF-a. e CXCL-9 e CXCL-10
guando comparados aos individuos com as formas mais graves da infeccdo. As citocinas de
padrdo Thy: IL-4, IL-10, IL-5 e TGF-B foram sempre maiores nas duas formas da doenga em
relacdo aos individuos do grupo paracoccidioidomicose-infeccdo (Mamoni & Blotta, 2005).
Confirmando a inducdo preferencial de uma resposta Thy, estudos mostraram que pacientes
liberam baixas concentracGes de IL-12 (Romano et al., 2002), assim como expressam baixos
niveis dos receptores para essa citocina (Romano et al., 2005). Os trabalhos com animais de
experimentagdo, mais uma vez reforgcaram os achados humanos. Camundongos suscetiveis
liberam um padréo de citocinas de padrdo Thy e os resistentes um padrdo Thi (Singer-Vermes
et al., 1994; de Almeida et al., 1998; Calich & Kashino, 1998; Kashino et al., 2000; Livonesi
et al., 2008). Outros trabalhos associaram novamente individuos paracoccidioidomicose-in-
feccéo ao perfil Thy de resposta, uma vez que estes possuem maiores numeros de células CD8

produtoras de IFN-y e CD4 produtoras de IL-2 e TNF-a, assim como maior nimero de células
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CD3 expressando CXCL-9, CXCL-10 e CXCR4, e um baixo nimero de mondcitos expres-
sando IL-10 (Mamoni & Blotta, 2006). No entanto, com a caracterizacdo de outras subpopu-
lacdes de linfécitos CD4, os estudos mostraram a participacdo de outros perfis de resposta
além do Thy e Tho. Nesse sentido, tém sido demonstrada a participagdo de células T com fe-
notipo regulador e associadas a imunossupresséo e suscetibilidade & doenga. Células com essa
caracteristica tem sido detectadas tanto em pacientes (Cavassini et al., 2006; Cardoso et
al.,2014; Silva et al., 2013), como em modelos experimentais da doenca (Moreira et al.,
2008b; Noal et al., 2016; Loures et al., 2014; Tristdo et al., 2013; Felonato et al., 2012 e
Moreira et al., 2008b).

Trabalhos mais recentes, no entanto, tém questionado o papel regulador dessas célu-
las como sendo vinculado somente a suscetibilidade a infec¢do. Segundo os estudos, as células
Treg teriam um papel modulador sobre uma resposta efetora exacerbada, que poderia levar a
lesBes teciduais associadas & uma maior suscetibilidade a infecgdo (Pina et al., 2013; de Amo-
rim et al., 2012; Felonato et al., 2010 e Loures et al., 2010).

Em estudo recente, Bazan et al., (2015) mostrou o duplo papel das células Tregs du-
rante a evolucdo da paracoccididodmicose pulmonar em camundongos, isto €, um papel dele-
tério por diminuir a resposta imune efetora e a erradicacdo do fungo, mas também o seu papel
protetor, suprimindo a inflamacéo tecidual exacerbada.

Além das Tregs, as células Thyz tém sido avaliadas na paracoccidioidomicose, mas o
seu papel ainda ndo estd bem definido. Células expressando IL-17 tém sido observadas em
lesBes cutaneas e de mucosa de pacientes e estdo sendo associadas a granulomas organizados
e destruicdo fangica, o que associa essas células aos mecanismos de protecdo. (Pagliari et al.,
2011). Em modelo experimental foi mostrado que uma resposta imune Th17 prevalente resulta
em um controle do crescimento fungico, mas ao mesmo tempo, induz lesdo tecidual mediada
por neutrofilos (Loures et al., 2009; Loures et al., 2010). Outros estudos mostraram que 0
receptor Dectina-1 estd associado a mecanismos de protecdo na doenca, por estar envolvido
na diferenciacédo de células Thi7 (Loures et al., 2014). A partir de um estudo sobre a relacéo
entre os diversos perfis de reposta de células CD4, incluindo as Thi7 e as diferentes formas
clinicas da doenca, (de Castro et al., 2013) foi proposto um modelo para explicar as diversas
associacOes. A resisténcia a infec¢do detectada em individuos assintomaticos (paracoccidio-
domicose-infec¢édo) € mediada pela predominancia de uma resposta Thi, cujas citocinas como
0 IFN-y, sdo responsaveis pela ativacdo de macrdfagos, processo que, semelhante ao que
ocorre durante a resposta imune inata, é fundamentalmente importante para a resisténcia a

infeccdo. O perfil de resposta associada a forma mais grave da doenca (aguda/juvenil), envolve
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a predominancia de um padréo Th> com producdo de IL-4 e IL-5 e Thg que produz IL-9 e IL-
21. IL-4 e IL-9 sdo responsaveis pela inducdo da producdo de anticorpos 1gG4 e IgE e IL-5
pela ativacao de eosinofilos. A IL-4 contribui para a desativacdo de macrofagos. Ja a forma
intermediaria da doenca (adulta/cronica) apresenta uma resposta mista mediada por predomi-
nancia de Thiz e Thy, e também uma contribuicdo dos outros subtipos Thi /Thy /The. Essa
resposta mista contribui parcialmente para a resisténcia a infeccdo e, a0 mesmo tempo, esta
envolvida na exacerbacdo da resposta mediada por Thiz com consequente ativacdo de neutro-
filos, leséo tecidual e desenvolvimento de fibrose, processo tipico dessa forma clinica. Ainda
nesse grupo, haveria uma participacdo das Tregs que, a0 mesmo tempo em que teriam o papel
de controlar essa resposta inflamatdria exagerada, participaria do processo de inibicao da ati-
vacdo macrofagica.

Os trabalhos acima mostram que da mesma forma que ocorre na resposta imune inata,
as celulas fagocitarias sdo as mais importantes células efetoras também da resposta imune
adaptativa, com destaque para os macréfagos ativados.

Adicionalmente, a capacidade das células fagocitarias de produzirem citocinas tanto pro como

anti-inflamatorias, permitem que as mesmas além de modular a resposta imune inata, instruam
a resposta adaptativa. Assim, a fina regulacédo da resposta imune adaptativa aos diversos mi-
crorganismos, incluindo o Pb, envolvendo as diferentes subpopulagdes deve-se, em grande
parte, a interacdo inicial entre o agente infeccioso e as células fagocitarias que atuam como
uma ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, estabelecendo o tipo de resposta imune a ser
desenvolvido. As células fagocitarias como macréfagos, mondcitos e mesmo neutréfilos po-
dem participar desse processo, mas as células dendriticas merecem destaque por constituirem
a populacdo celular mais adaptada ao processo de ligar, fagocitar, destruir e processar micror-
ganismos e apds migrar aos orgdo linfoides periféricos, locais onde elas maturam para desen-
volver o processo de apresentacdo de antigeno, desencadear e instruir a resposta imune adap-
tativa (Cella et al., 1997; Steinman., 1991 , Banchereau & Steinman, 1998).

Esse processo é determinado pela ligacdo dos microorganismos a diferentes recepto-
res de reconhecimento padrdo (PRRs). A ligagdo do microorganismo a um ou outro PRR in-
fluenciard sobremaneira as varias etapas de ativacdo das DCs e consequentemente, o direcio-
namento da resposta de células T. Nesse sentido, estudos tém mostrado que tanto os receptores
do tipo Toll (TLRs), quanto os do tipo lectina, como o receptor de manose, o dectina-1,2 e 0
DC-SIGN, podem estar envolvidos no reconhecimento dos fungos pelas DCs, possibilitando

o desenvolvimento de diferentes tipos de resposta (Ramirez-Ortiz & Means, 2012). No que se
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refere ao Pb, recentemente foi demonstrado que apés a infec¢do ocorrem alteragfes importan-
tes nas DCs pulmonares, que incluem a expresséo de receptores para quimiocinas e conse-
quente migracdo dessas células para os linfonodos regionais. Adicionalmente, as DCs deriva-
das da medula 6ssea estimuladas com Pb migram para os linfonodos e ativam respostas CD4+
preferencialmente do tipo Th2 (Silvana dos Santos et al., 2011). Esses resultados corroboram
com outros do mesmo grupo, mostrando que DCs de animais suscetiveis a infeccdo, apresen-
tam uma baixa capacidade de induzir uma resposta do tipo Th; e que a interagcdo das DCs com
o fungo ou seu antigeno imunodominante, a gp43, leva a uma inibicdo das moléculas MHC de
classe |1, das propriedades de adeséo dessas células e da producéo de IL-12 e TNF-a. (Ferreira
et al., 2001). Adicionalmente, em animais suscetiveis, o fungo promove a inducdo de DCs
regulatorias produtoras de IL-10, através da ligacdo ao TLR2 e dectina-1 (Ferreira et al.,
2007). Por outro lado, um importante estudo objetivando avaliar o perfil transcricional de DCs
de camundongos em resposta a infeccdo pelo fungo mostrou que os genes codificadores das
citocinas IL-12 e TNF-a mostrando que o fungo induz uma potente resposta pré-inflamatéria
(Tavares et al., 2012). Células dendriticas de animais suscetiveis a infeccdo apresentaram um
fendtipo de DCs mieldides pro-inflamatorias com secrecdo de altos niveis de IL-12 e TNF-a
mas, no entanto, ocasionaram anergia de células T efetoras. Por outro lado, em animais resis-
tentes foram detectadas DCs de fendtipo misto, isto &, tanto mieldide como plasmocitoide,
com a producao de citocinas pro-inflamatérias, acompanhada de altos niveis de TGF-f produ-
toras de IFN-y e IL-17, concomitante com inducdo acentuada de células T reguladoras. A
injecdo de DCs primadas com o peptideo derivado da gp43 do P.brasiliensis, que induz uma
resposta Thz conferindo prote¢cdo em camundongos, resultou em inibicéo das lesdes pulmona-
res e da carga fungica. Esse efeito foi mediado por um aumento de IFN-y e IL-12, e reducéo
de IL-10 e IL-4 (Magalhdes et al., 2012).
DCs ativadas via ligacdo do fungo em Dectina-1, TLR-4, e MR instruem uma resposta de
perfil Thiz e TC17 (Loures et al., 2015). DCs derivadas de mondcitos de pacientes com doenga
ativa apresentam uma expressao diminuida de moléculas e HLA-DR, CD86 e DC-SIGN e da
producdo de IL-12 p40 em relagéo aos pacientes tratados, o que sugere uma disfuncdo dessas
células durante a doenca (Sato et al., 2011).
Apesar dos trabalhos acima terem elucidado alguns aspectos da interacdo DCs/Pb, outros me-
canismos decisivos na modulagédo desse processo merecem ser melhores investigados.

De forma similar as outras células fagociticas, as DCs sdo capazes de liberar potentes

moléculas citotoxicas que as capacita a destruirem eficientemente os microrganismos. Essa
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capacidade, embora seja necessaria ao papel modulador das DCs, particularmente para os me-
canismos de processamento e apresentacdo de antigeno, representa um mecanismo efetor im-
portante durante a resposta imune inata. A maior ou menor capacidade das DCs destruirem os
varios microrganismos pode resultar em diferencas na disseminacdo dos mesmos durante a
migracdo dessas células da periferia até os 6rgdos linfoides secundarios (Aline et al, 2002,
Rescigno et al, 2002, Serbina et al, 2003).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa avaliou se DCs humanas exercem atividade
fungicida contra o P. brasiliensis e se esse processo envolve a ativacdo do sistema NADPoxi-
dase com consequente produgéo de H202, o metabolito envolvido na destrui¢do do P. brasili-
ensis. Detectamos que as DCs ndo liberam niveis adequados de H202 e consequentemente, ndo
desenvolvem atividade fungicida contra o P. brasiliensis. Ao contrario, permitem a sobrevi-
véncia do fungo no seu interior, principalmente quando desafiadas com o Pb18. Essa atividade
ndo foi detectada mesmo ap06s 0 processo de ativagdo, uma vez que houve apenas uma dimi-
nuicdo da sobrevivéncia do fungo, quando as células foram pré-incubadas com IFN-y, GM-
CSF ou TNF-a (Arruda et al, 2014, dados ainda ndo publicados). Outros estudos também
realizados em nosso laboratorio mostraram que a interacdo DC/Pb n&o resulta em maturacéo
dessas células, o que impede que estas consigam realizar o trabalho de apresentacao do anti-
geno de forma satisfatdria. Isso péde ser observado devido a diminuicdo da expressao de mo-
léculas co-estimulatérias, como a CD80, CD83, CD86 e também a HLA-DR, responsavel pela
apresentacdo do antigeno, juntamente com o aumento da expressao de CD1a, fenétipo carac-
teristico de DCs imaturas (iDCs) (Fernandes et al, 2015).

Como citado para as outras células fagociticas, estudos tém mostrado, que o tipo de
PRR ao qual o fungo se liga pode determinar o seu destino no interior dessas células. Assim,
uma primeira abordagem experimental para um melhor entendimento dos mecanismos envol-
vidos na sobrevivéncia do P. brasiliensis dentro das DCs envolve a determinacéo de qual ou
quais PRR(s) expressos pelas DCs, estariam envolvidos em tal mecanismo. Dentro do papel
dos PRRS, estudos tém mostrado que enquanto para alguns deles tem sido atribuido o papel
de induzirem a replicagdo de microrganismos no interior das células fagociticas, ao contrario,
outros participam justamente da inibi¢do desse processo. Um trabalho interessante de Lahiri
et al. (2010), mostrou que o crescimento de Salmonella typhimurium em DCs humanas foi
inibido pela estimulacéo dessas celulas com CpG-DNA, um agonista do receptor TLR9. Este
efeito inibitdrio foi mediado pela ativacao do sistema NADPH-oxidadase, aumento na produ-
cao de ROS (espécies reativas do oxigénio), cuja fungdo de regular a apresentacao de antigenos

ja estd bem estabelecida na literatura. Foi observado entdo, que, apds a estimulagdo por CpG
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—ODN, as DCs apresentaram melhor capacidade de apresentacdo de antigenos, caracteristica
esta, intimamente ligada a esse aumento. Entdo, supomos que esta estimulacdo poderia levar
a producédo adequada de H20> e consequentemente, levar as DCs a exercerem atividade fun-
gicida. Estudos sugerem que a estimulacdo de TLR9 através do ligante CpG-ODN pode alte-
rar sua conformacdo e ativar essa cascata de sinalizacdo, alteracdo esta que, provavelmente, é
responsavel pelo recrutamento de moléculas adaptadoras que ativam o receptor a fim de tentar
eliminar o patégeno (Latz et al., 2007).

Diferentemente de outros receptores do tipo Toll, o TLR9 esta localizado na mem-
brana intracelular, tal como o reticulo endoplasmatico e outras organelas intracelulares. A ha-
bilidade de reconhecimento deste receptor esta intimamente ligada a sua co-localizagdo com
sequéncias de DNA que possuem repeti¢des de dinucleotideos CpG nao-metilados no endoli-
S0ssomo, isso ocorre na dependéncia da ativacdo de proteinas da familia Src (src-Family Ki-
nases) (Jong et al., 2010). A sua localizagdo intracelular também atua como protecdo para
evitar o reconhecimento de DNA préprio (Stadlbauer et al., 2008).

Constituido de repetic@es ricas de leucina (LRRs), um dominio transmembranico e

um dominio de homologia ao receptor Toll/IL-1 denominado TIR (Toll/interleukin-1 receptor-
like domain), este por sua vez, localizado no citosol. A estimulagdo de TLR9 por meio de seus
ligantes (CpG- ODNS) conduz a ativagdo de diversos fatores de transcricdo, incluindo o fator
nuclear kappa B (NF-kp) e a proteina ativadora 1 (AP-1) (Kumagai et al., 2008).
A ativacdo do NF-kp pode acontecer dependente ou independentemente da proteina MyDS88
(fator 88 de diferenciacdo mieldide), sendo que, o Unico TLR que utiliza a via independente é
0 TLR9. Essa ativacdo acontece mediante a sinalizagao do receptor, que ativa NF-k3 por meio
de TRIF (TIR- domain-containing adapter-inducing interferon-p) ¢ TRAM (TRIF- related
adaptor molecule), que sdo moléculas adaptadoras do dominio TIR (Doyle et al, 2006; O’Neill
& Bowie, 2007).

Uma forma de DNA ndo metilada (CpG-DNA) é reconhecida pelo TLR9 dos endos-
somos das celulas dendriticas plasmocitoides (pDCs), as quais produzem IFNs do tipo 1, visto
que altos niveis de IFN estdo associados a quebra da tolerancia periférica e consequentemente
lideram a resposta autoimune. A ativagdo do TLR9 pela administracdo de agonistas como o
CpG-DNA ou oligodeoxinucleotideo sintético CpG-ODN, induz forte ativagdo imune dos lin-
focitos Thl, ativacédo das células NK, células TCD8+, como forma de protecao intracelular ou
eliminar a infecgdo cronica. Dessa forma, as pesquisas relacionadas aos TLR 9 tém surgido
como uma ferramenta poderosa na gera¢do da imunidade adaptativa Thl (Arancibia et al.,

2007; Kumagai et al., 2008; Krieg, 2007a). O tratamento com os ligantes forneceu protecao
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temporaria contra patdégenos em diversos modelos experimentais e em humanos, pode supri-
mir infec¢des cronicas (HCV, por exemplo) e atuar como adjuvante potente de vacinas, indu-
zindo resposta celular e humoral mais rapidamente (Krieg, 2007b).

O papel do TLR9 nas células apresentadoras de antigeno tém sido amplamente estu-
dado, porém, este ndo constitui os Unicos tipos celulares a expressarem este receptor (Kebir et
al., 2009). Celulas B e pDCs sdo os principais tipos celulares humanos que expressam este
receptor constituitivamente e respondem diretamente a estimulacdo com CpG (Rothenfusser
et al., 2002). A ativacdo de TLR9 nestas células proporciona maturacdo, diferenciacéo e pro-
liferacdo de células NK, T e mondcitos/macréfagos que, em conjunto, secretam citocinas e
quimiocinas, entre elas IL-1pB, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-12 (Kinman, 2004). Alguns estudos
sugerem ainda que este receptor tenha papel importante na proliferacéo e ativacdo de células
T CD4", e que também atue sobre células Tregs, modulando sua funcao supressora (Chiffoleau,
2007).

Os trabalhos citados mostram que a sobrevivéncia do fungo no interior das DCs pode
resultar da acdo de varios mecanismos de escape desse microrganismo da capacidade efetora
dessas células, que podem ocorrer isoladamente ou estarem inter-relacionados. Assim, 0s es-
tudos devem ser dirigidos no sentido de se explorar possiveis mecanismos gue possam inibir
ou reverter esse processo e também, avaliar as possiveis consequenciais dessa modulacdo para
as fungdes das DCs. Nesse sentido, a estimulacdo dos receptores TLR9, que leva a uma ativa-
cao do sistema NADPoxidase e consequente aumento da producdo de H20., o metabdlito en-

volvido na morte do fungo, representa uma estratégia que merece ser investigada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar se o tratamento de células dendriticas humanas com um agonista do TLR9 resulta
em aumento da atividade fungicida dessas células contra as cepas de alta e baixa viruléncia do

P.brasiliensis.

2.2. Avaliar se esse possivel efeito resulta da ativacdo do metabolismo oxidativo e consequente

aumento na producéo de H20,.
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1. ARTIGO CIENTIFICO

TLR9O STIMULATION INDUCES INCREASE IN FUNGICIDAL ACTIVITY OF HU-
MAN DENDRITIC CELLS CHALLENGED WITH Paracoccidioides brasiliensis.

Short Title: TLR9 and dendritic cells challenged with Paracoccidioides brasiliensis.

IVY RAFACHO VIEIRA, REGINALDO KELLER FERNANDES, DANIELA RA-
MOS RODRIGUES, CAROLINA MENDONGCA GORGULHO, ANGELA MARIA
VICTORIANO DE CAMPQOS SOARES

Instituto de Biociéncias, UNESP — Univ. Estadual Paulista, Campus Botucatu, Departamento
de Microbiologia e Imunologia, Laboratorio de Imunologia da Paracoccidiodomicose, Séo

Paulo, Brasil

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Dendritic cells, TLR9, fungicidal activity, H2O2.

ABSTRACT

Microorganisms Killing by dendritic cells (DCs) is an important effector mechanism
during innate immune response, as it can avoid dissemination of infection during migration of
these cells toward draining lymph nodes. However, this function depends on pattern recogni-
tion receptors (PRRS) to which the microorganism will bind in these cells. Regarding this,
TLRO activation, by stimulating the oxidative metabolism, induces increase in microbicidal
activity of these cells. Accordingly, we showed that DCs treatment with a TLR9 agonist results
in an increase in fungicidal activity of these cells against the fungus Paracoccidioides brasil-

iensis, which however, was not associated to higher H>O> levels.

Manuscrito redigido deg acordo com as normas da revista Medical Mycology



Pagina |50

INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a deep systemic mycosis, endemic to Latin Amer-
ica, caused by the inhalation of mycelial propagules of the thermodymorphic fungus Para-
coccidioides spp 1 .Among the mechanisms of immune response against the fungus, those
played by dendritic cells (DCs) deserve to be highlighted. Similarly, to other phagocytic cells,
DCs release potent cytotoxic molecules that enable them to efficiently destroy microorgan-
isms. This function represents an important effector mechanism during the innate immune
response. The greater or lesser capacity of DCs to destroy the various microorganisms may
result in differences in the dissemination of the infection during the migration of these cells
from the periphery to the secondary lymphoid organs #® In a previous study, we have detected
that DCs do not release adequate levels of H.O. and consequently do not develop fungicidal
activity against P. brasiliensis. The type of PRR to which the fungus binds can determine its
fate within DCs. In this context, TLR9 activation results in an increase in peroxide formation
and consequent microorganisms killing by DCs ’. Here, we found that TLR9 activation in
human dendritic cells results in an increase in fungicidal activity of these cells against high
and low virulent strains of P. brasiliensis. However, this process was not associated with in-

crease in H202 levels.
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METHODS

Samples
Peripheral blood was collected from healthy volunteer individuals after signature of

informed consent form.

Fungi

Yeast cells of high and low virulent strains of P. brasiliensis (Pb18 and Pb265, respec-
tively) were used. Culture and viability determination was performed as previously & and
cells concentration was adjusted to 2 x 10° cells/mL.

Generation of dendritic cells

Human DCs were generated from purified monocytes (CD14* cells isolated by magnetic-ac-
tivated cell sorting (MACS) — (Human CD14 Microbeads, Kit: Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA,
USA). Monocytes pellet were suspended in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO,
USA), supplemented with 2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich) 40 mg/mL gentamicin and 10% inac-
tivated fetal bovine serum) (complete culture medium) seeded in six-well tissue culture plates (5 x
10° cells /mL) and allowed to adhere ( 2 h at 37°C and 5% CO2) After, supernatants were removed
and cultures were incubated with complete culture medium containing 80 ng/mL (nanogram/milliliter)
of rH IL-4 and 80 ng/mL of rH GM-CSF (R&D Systems, Inc, Minneapolis, MN, USA) during 7 days,
for DCs generation. Loosely adherent cells were collected, checked for viability (trypan blue staining)
seeded in to 24-well tissue culture plates (10°cells/mL) and treated with 5ug or 10ug/ml of a TLR9
agonist (CPG-ODN-1826) (InvivoGen, San Diego, CA, USA) or a TLR9 antagonist (5ug / ml) (CPG-
ODN-2088) (InvivoGen) for 24h, challenged for 4h and 24h with Pb18 or Pb265 (2x10° yeast/mL) (

DCs: yeast ratio of 5: 1) and evaluated for fungicidal activity and H,O- production.

Fungicidal activity

Cocultures DCs/fungi were washed with sterile ice water to allow cells lysis and re-
lease of fungi that were phagocytosed. The obtained suspensions were considered as experi-
mental cultures. Cultures containing only the fungal suspensions were considered as control
cultures. After the washing process (final volume: 2 mL) control and experimental cultures
were plated (100uL) in triplicates in Petri dishes containing BHI-agar culture medium at the

concentration of 47g/L, plus 4% horse serum, 50 pg/ml gentamycin and 5% growth factor or
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aqueous extract ° . After 8 days of BOD incubation at 36°C, the colony forming units (CFUSs)
contained in the control and experimental plaques were counted and the percentage of fungi-
cidal activity calculated by using following formula: 1- (mean of the colony-forming units of

the experimental plagues/mean of the colony forming units of the control plates) x 100.

H202 production

DCs were treated and challenged with the fungus according to the protocol described
above, except that the suspensions of the fungi were diluted in phenol red solution containing
140 mM NacCl; 10mM phosphate buffer pH7; 5.5mM dextrose; 0.56 mM phenol red and
0.01mg/mL of horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich). After the challenge period, the reac-
tion was stopped by the addition of 0.01 mL of 1N NaOH and absorbance was determined on
an automatic ELISA reader (620nm filter). The results were expressed as nanomoles of
H202/1x10° cells an calculated based on the results obtained in a standard curve constructed

with known concentrations of H»O..

Statistical analysis

Differences among cultures were calculated by ANOVA for dependent samples -
Tukey Kramer test by using GraphPad Prism 5.0 software. The level of significance was set
at p<0.05.
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RESULTS

Stimulation with agonist for TLR9 results in increase in fungicidal activity of human
DCs against Pb18 and Pb265.

As expected, we found that no stimulated cells showed low fungicidal activity. How-
ever, a significant activity was detected after stimulation with the agonist in relation to both
strains and in both periods. It is noteworth, however, that higher activity was detected after

challenge with strain 265 when compared to strain 18.

150+

1004 :

e

% fungicidal activity

Figure 1. Fungicidal activity of DCs stimulated or not with a TLR9 receptor agonist (5 and 10ug/ml) for 24h and
challenged with Pb18 and Pb265 for 4 and 24h. The results are expressed by means_+ standard deviation from

results obtained from cultures of 6 subjects. *p<0.05x respective control + p<0.05x respective Pb18.

Effect of incubation with the TLR9 receptor antagonist on DCs fungicidal activity

In order to confirm the role of TLR9 in the increase of fungicidal activity, we per-
formed experiments in which the cells were incubated with an antagonist of this receptor .We

observed that the fungicidal activity after incubation with the antagonist, for both Pb18 and
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Pb265, was similar to that detected with the non-stimulated cells, which confirms that the

increase of the fungicidal activity is due specifically to the TLR9 stimulation.

100+

% fungicidal activity

Figure 2. Fungicidal activity of DCs stimulated or not with a TLR9 receptor agonist (5ug/ml) or a TLR9 antag-
onist receptor (10ug/mL) for 24h and challenged with Pb18 and Pbh265 for 4 and 24h. The results are expressed
by means + standard deviation from results obtained from cultures of six subjects. *p< 0.05 x respective control

+ p< 0.05 x respective antagonist & p< 0.05 x respective Pb18.

Increase in fungicidal activity was not associated to higher H20:2 levels

Unstimulated DCs produced low H20- levels, that were significantly increased after
challenge with Pb18 for 4 h. However, this production remained unchanged when the cells
were treated with the receptor agonist, as well as with its antagonist. The same response profile
was detected for the other cultures challenged with Pb18 for 24h (B) and Pb265 for 4h (C) and
24 h (D).
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Figure 3: H,0; production by DCs stimulated or not with a TLR9 receptor agonist (5ug/ml) or with a TLR9
antagonist receptor (10ug/mL) for 24h and challenged with Pb18 (A,B) and Pb265 (C,D) for 4 and 24h. The
results are expressed by mean + standard deviation from results obtained from cultures of six subjects. * p< 0.05

X respective DCs.
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DISCUSSION

Our results agree with others showing that TLR9 stimulation positively modulates
DCs activity?. In relation specifically to microbicidal activity Lahiri et al.” showed that
growth of Salmonella typhimurium in human DCs was inhibited by stimulation of these cells
with CpG-DNA, a TLR9 receptor agonist. This effect was mediated by an increase in
reactive oxygen species production. In addition, they showed that DCs increase their
capacity to mature and present antigens to CD4 T cells. Thus, our study should continue in
order to evaluate whether TLR9 activation also results in maturation and increase in antigen
presentation by DCs, since studies in our lab have already shown that DCs/Pb interaction
does not result in maturation of these cells®. Our results also corroborate studies with other
fungi, such as Cryptococcus neoformans?®, Candida albicans and Saccharomyces
cerevisiae!!, Aspergillus fumigatus? and mainly with Paracoccidioides brasiliensis, that
have shown the protector effect of TLR9 by using experimental models of the infection*-24,
Therein, our results contribute to the literature showing that the TLR9 protector effect during
fungal infection is, among other factors, associated with its ability to modulate dendritic cell
activity.

The effect of TLR9 has been attributed to its ability to activate the NADPH-oxidase
system with a consequent increase in reactive oxygen species production. Our results,
however, did not confirm this association, as increase in DCs capacity to kill the fungus was
not accompanied by higher H202 levels. Further experiments will be necessary to explain

this literature discrepant data.
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2. CONCLUSAO

Células dendriticas humanas ndo apresentam atividade fungicida contra as cepas de
alta e baixa viruléncia do P.brasiliensis. No entanto, essa atividade aumenta de forma
significativa, para as duas cepas do fungo, apds o tratamento das células com agonista do
receptor TLR9. Esse aumento, no entanto, ndo esteve associado a aumentos nos niveis de

H202, 0 metabdlito envolvido na morte do fungo pelas outras células fagocitarias.
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3. ANEXOS

Anexo 1:
Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) utilizado na realizacdo da

pesquisa.

Anexo 2:

Comprovante de submisséo do artigo cientifico.
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RESOLUCAO 466/2012
(Participante maior de 18anos)

CONVIDO, o Senhor (aq)
para participar do Projeto de Pesquisa infitulado “Crescimento do Paracoccidioides brasi-
liensis no interior das células dendriticas: mecanismos envolvidos e consequéncias para as
funcdes dessas células”, que serd desenvolvido por mim, Ivy Rafacho Vieira, Bidloga, com
orientacdo da profissional também Bidloga e Professora Dra. Angela Maria Victoriano de
Campos Soares, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biocién-
cias do Campus UNESP Botucatu.

Estou estudando uma doenca denominada paracoccidioidomicose. Para que eu possa
ter um resultado nesse momento, preciso coletar 50ml do seu sangue, pois essas células
serdo isoladas desse sangue, cultivadas no laboratdério e posteriormente estudadas. O risco
com a coleta de sangue serd a picadinha da agulha e uma manchinha roxa que desa-
parecerd bem rapidamente.

O senhor (a) ndo serd diretamente beneficiado pelos resultados, mas as pessoas que tem
essa micose poderdo ser beneficiadas no futuro.
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dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé poderd retird-lo a qualquer
momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd elaborado em 2 vias de igual teor, o
qual Olvia serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arqui-
vada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pes-
quisa.

Qualquer duvida adicional vocé poderd entrar em confrato com o Comité de Etica em
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dados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os re-
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minha identidade seja revelada.
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Nome lvy Rafacho Vieira (pesquisadora)
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