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Resumo

A esporotricose é uma micose subcutanea causada pelo fungo dimérfico Sporothrix
schenckii, apresentando em geral, lesdes cuténeas com proliferagdo via vasos linféticos
especiamente em pacientes imunocomprometidos, o que pode levar a doenca sistémica.
Os macrofagos tém um papel importante na resposta imune inata contra diversos
patdgenos e dependendo do estimulo recebido podem ser polarizados em M1 e M2, os
guais apresentam propriedades distintas, sendo que os primeiros possuem atividades
proinflamatérias e 0 segundo anti-inflamatdria. Desta forma, o objetivo do trabalho foi
verificar a participacdo das populacdes de macrofagos M1 e M2 através da avaliacdo
das citocinas IL-12, IL-23, IL-10 e TGF-f3, da producéo de NO e da atividade da enzima
arginase, juntamente com a avaliagdo fenotipica dessas popul agdes durante todo periodo
experimental. Os resultados revelaram que as células do exsudato peritoneal dos
camundongos dos grupos infectados quando desafiadas ex vivo com o exoantigeno e o
extrato lipidico foram capazes de levar a producéo de IL-12, IL-10 e TGF- B durante
todo o periodo experimental. A producdo de IL-23 ocorreu na 22 e 42 semana mediante o
desafio com o exoantigeno e em todo periodo experimental com o EL. A fenotipagem
revelou a presenca de macréfagos tanto M1 quanto M2 durante todo o periodo
experimental, com aumento da expressao do receptor CD206 (M2) no periodo tardio da
infeccdo, o que explica a producédo dos mediadores tanto inflamatoérios (IL-12 e I1L-23)
quanto anti-inflamatérios (IL-10 e TGF- B) encontrados durante toda a cinética. Além
das citocinas também foi observada a producdo de 6xido nitrico e a atividade da enzima
arginase. Desta forma os resultados encontrados evidenciam a participagdo dos
macréfagos M1 e M2 durante a esporotricose, uma vez que os M1 possuem atividade
microbicida e sd0 os responsaveis por liberar os mediadores inflamatorios na tentativa
de eliminar o fungo Sporothrix schenckii, enquanto os M2 encontrados durante o
processo infeccioso podem estar relacionados ao processo de resolucdo da inflamagéo
desde o inicio da doenca impedindo que o excesso de mediadores inflamatérios leve a
destruicéo tecidual .



Abstract

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by the dimorphic fungus, Sporothrix
schenckii, generally presenting skin lesions with spread via lymphatic vessels,
especially in immunocompromised patients, what can lead to systemic disease.
Macrophages play an important role in innate immune response against various
pathogens and, depending on the €eliciting signals, macrophage can be polarized in M1
and M2, which presents distinct proprieties, so macrophage activation can be either
proinflammatory or antiinflammatory. Thereby, the aim of this study was to evaluate
the role of macrophage populations M1 and M2, through the evaluation of I1L-12, IL-23,
IL-10 and TGF-, NO production and activity of the enzyme arginase, along with
phenotypic evaluation of these populations throughout the experimental period. The
results showed that peritoneal exudate cells of infected mice groups, when challenged
ex vivo with exoantigen and lipid extract, were able to lead to production of IL-12, IL-
10 and TGF-p throughout the experimental period. The production of IL-23 occurred in
the 2" and 4™ week through the challenge with exoantigen and throughout the
experimental period with the lipid extract. Phenotyping revealed the presence of both
macrophages, M1 and M2, throughout the experimental period, with increased
expression of the receptor CD206 (M2) in the late infection period, which could explain
the production of proinflammatory (IL-12 and IL-23) and anti-inflammatory (IL-10 and
TGF-B) mediators found throughout the kinetic, and the nitric oxide production and
activity of the arginase enzyme. M1 macrophages are important during sporotrichosis,
they have microbicidal activity and are responsible for releasing inflammatory
mediators in an attempt to eliminate the fungus Sporothrix schenckii, while the M2
found during the infection process may be linked to the process of resolution of
inflammation since the beginning of the disease, preventing that excessive inflammatory

mediators can led the tissue destruction.
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1INTRODUCAO

O fungo Sporothrix schenckii € responsavel por levar ao desenvolvimento da
doenca conhecida como esporotricose, 0 qual € conhecido por ser oportunista
acometendo pacientes imunocomprometidos (RAMOS-E-SILVA et d., 2007,
ROMERO-CABELLO et a., 2011). Nos ultimos anos tem-se voltado a atencdo aos
componentes deste fungo que possam estar envolvidos no reconhecimento e naindugéo
da resposta imune, uma vez que 0S mecanismos envolvidos no controle e na
disseminacdo do mesmo ainda permanecem desconhecidos (SASSA et a., 2009;
BARROS et d., 2011; VERDAN et al., 2012; NEGRINI et a., 2013).

Dentre as células efetoras que participam do reconhecimento aos fungos tém-se
0s macréfagos que desempenham um importante papel durante a resposta imune inata e
vem sendo cada vez mais estudados devido sua plasticidade funcional em resposta ao
microambiente e aos estimulos antigénicos (MANTOVANI et al., 2004).

Os macréfagos séo classificados como M1 e M2, onde os primeiros sdo ativados
pelos sinais considerados classicos, como IFN-y e LPS, levando a producdo de
mediadores envolvidos na resposta proinflamatéria. Ja os M2 podem ser ativados pela
IL-4, 1L-13, complexos imunes, entre outros, sendo sua principal caracteristica a
producéo de atos niveis de IL-10 que atua inibindo a inflamagdo e promovendo a
reparacdo e remodelagdo tecidual. Ambas as populagbes produzem enzimas que
degradam a L-arginina, sendo a NOS (6xido nitrico sintase) produzida pelos M1 e a
arginase pelos M2, no entanto os produtos finais sdo funcionalmente distintos (BENOIT
et a., 2008; MANTOVANI et a., 2009).

A participac8o dos macréfagos M1 e M2 é associada a evolugdo ou resolucgéo de
vérias infeccles, no entanto em relacdo a esporotricose até 0 presente momento ndo
havia nenhum relato na literatura o que levou a realizacdo do presente estudo, cujo
objetivo foi avaliar a participacdo dos macréfagos M1 e M2 na esporotricose em
modelo murino na tentativa de compreender os papéis que estas células
desempenhavam durante o processo inflamatorio.

Os resultados obtidos estdo divididos em dois capitulos, sendo o primeiro
composto pela revisdo da literatura, objetivos, materiais e métodos, resultados e
referencias bibliogréficas, e 0 segundo capitulo o artigo cientifico submetido para
publicagdo cujos resultados obtidos ndo foram apresentados no primeiro capitulo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sporothrix schenckii

A esporotricose foi descrita pela primeira vez por Benjamin Schenck no ano de
1898, quando foi isolado o microrganismo responsavel pela doenca de uma amostra de
abscesso de tecido subcutaneo no Hospital John Hopkins em Baltimore (SCHENCK,
1898). Este microrganismo foi posteriormente identificado pelo micologista Erwin F.
Smith como pertencente ao género Sporotrichum. Outros relatos foram surgindo e o
agente responsavel pela doenca foi denominado Sporothrix schenckii (HEKTOEN e
PERKINS, 1900).

A forma miceliar saprofitica do fungo cresce em temperaturas que variam de
25°C a 30°C, sendo encontrada no meio ambiente e podendo ser manipulada em
laboratorio em condigdes favoraveis para 0 seu crescimento. O microrganismo cresce
prontamente em meios de cultura padr&o, como o &gar dextrose Sabouraud, em semanas
ou meses, formando coldnias de cor branca ao creme que se tornam escuras a negras e
subsegiientemente enrugadas com o passar das semanas (KAUFFANN, 1999).

Esta forma € caracterizada por hifas hialinas e septadas de 1 a 2 um de didmetro,
contendo conidiéforos estreitos, cujo apice forma uma pequena vesicula com 0s
conidios organizados em grupos lembrando pétalas de umaflor (Figura1A) (MENDES-
GIANINNI e MELHEM, 2001; CARLOS et al., 2009).

A forma leveduriforme é encontrada in vivo, a 37°C, onde se reproduz por
brotamento e ndo forma conidios. Tipicamente a forma de leveduratem de 4 a6 um de
didmetro e frequentemente apresenta forma de charuto (Figura 1B). No laboratério, in
vitro a 37°C, o fungo é convertido a forma de levedura em meios suplementados, como
o caldo infusdo de cérebro coracéo (BHI, do inglés Brain Heart Infusion), cuja colénia
apresenta coloracéio creme (DE ARAUJO et al., 2001; MORRIS-JONES, 2002).

O habitat do S. schenckii é o solo onde vive em associagdo com restos vegetais,
bolor e madeira, sendo este encontrado principa mente em regides de climas temperado
e tropical umido (DA ROSA et a., 2005). Fatores geocliméticos, como elevada altitude,
alta quantidade de chuvas, ata umidade do ar e temperaturas amenas sdo favoraveis
para o crescimento do fungo (AGARWAL et al., 2008).
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Figura 1. Morfologia microscépica da colénia de Sporothrix schenckii. A) Hifas septadas com

conidios organizados em grupos. B) Leveduras com aspecto de charuto.

A esporotricose é tradicionalmente conhecida como a “doenca dos jardineiros’,
umavez gue acomete principamente estes individuos pela alta exposi¢cdo aos espinhos e
, @ quais podem |hes causar traumas e arranhdes levando a inoculagdo do fungo via
subcuténea. Horticultores, floristas, fazendeiros, pescadores sdo exemplos de atividades
ocupacionais e de lazer que podem facilitar a exposicdo ao fungo (BELKNAP, 1989;
MORRIS-JONES, 2002; ENGLE et al. 2007).

A transmissdo zoonGtica também tem sido relatada na literatura através de
picadas ou arranhdes de roedores, papagaios, cées, gatos, cavalos e tatus (MORRIS-
JONES, 2002; SCHUBACH et a., 2003, SCHUBACH et a., 2008). Em 2010, Alves e
colaboradores relataram casos de esporotricose associados aos cacadores de tatus no sul
do Brasil. A transmissdo por inalacdo ja foi descrita na literatura, mas esta forma de
contaminacdo é considerada rara (BELKNAP, 1989).

No Brasil, a primeira epidemia zoondtica de esporotricose foi relatada no Rio de
Janeiro, sendo que de acordo com a revisao realizada por Barros e colaboradores (2011)
de 1998 a 2009 foram relatados 3000 casos em gatos e 2000 casos em humanos, 0s
quais foram diagnosticados pelo Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
(IPEC)/Fiocruz. Muitos autores acreditam que os felinos sGo 0s Unicos animais com
potencial zoondtico de transmissdo, devido a grande quantidade de leveduras
encontradas nas lesdes (SCHUBACH et al., 2003; SCHUBACH et al., 2005).

Durante uma epidemia zoondtica na cidade do Rio de Janeiro foram relatados 5
casos de esporotricose em gestantes, onde quatro haviam entrado em contato com gatos
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doentes e uma relatou ter contato com gato, mas aparentemente sadio. No caso da
esporotricose em gestante o tratamento para a doenca localizada é o calor local e paraa
sistémicatem sido utilizada a anfotericina B, pois ndo ha relatos de efeitos nocivos para
o feto (COSTA et a., 2011). De acordo com os autores ndo esta claro até o momento se
ha qualquer interferéncia da infeccdo fungica sobre o feto, e a transmissdo placentaria
ainda € desconhecida

Na cidade do Rio de Janeiro foi readlizada a fenotipagem de 247 amostras
isoladas de pacientes no periodo de 1998 a 2008 com o objetivo de diferenciar as
espécies encontradas, uma vez que em 2007 haviam sido incorporadas trés novas
espécies a0 género Sporothrix, os resultados obtidos revelaram que 6% se tratavam do
fungo S schenckii, sendo predominante a espécie S brasiliensis (83,4%) (OLIVEIRA et
al., 2011).

A esporotricose ndo é uma doenca de notificacdo na maioria dos paises, por
raz&o pouco se sabe sobre a sua incidéncia. Um levantamento feito nos dltimos 10 anos
de publicacbes cientificas demostrou que no Brasil existem 39 relatos de casos em
humanos, 11 em animais e 48 estudos laboratoriais. No entanto, como mencionam 0s
proprios autores, por se tratar de dados encontrados em publicacdes cientificas nada se
pode dizer sobre a prevaléncia da esporotricose (BARROS et d., 2011).

Diferencas nos gendtipos do S. schenckii podem estar associadas a distribuicéo
geogréfica, a viruléncia e as diferentes formas clinicas da infeccdo (ISHIZAKI et al.,
1996; ISHIZAKI et a., 1998; MESA-ARANGO et a., 2002).

Em relacdo as diferentes formas clinicas da doenga, estas estdo relacionadas ao
estado imunolégico do hospedeiro, a carga fungica e a profundidade da inoculagéo,
sendo que a capacidade da resposta imune celular é gque ira determinar o grau de invaséo
pelo fungo (DE ALBORNOZ et a., 1986; CARLOS et al., 1992). A forma clinica mais
fregliente (cerca de 80% dos casos) € a linfocutanea, a qual se inicia como uma leséo
nodular ou ulcerada no local da inoculagdo do fungo e segue via vasos linfaticos
regionais, caracterizados por lesdes nodulares que ulceram (LOPES-BEZERRA et al.,
2006).

Outra forma que pode ser encontrada é a cuténea fixa, onde o fungo permanece
confinado ao local de inoculac&o, o que geralmente reflete alta imunidade do hospedeiro
e € mais comum em areas endémicas (BELKNAP, 1989). As formas cutéanea
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disseminada e extracutéanea tém sido observadas principamente em pacientes
imunocomprometidos, com doencas hematoldgicas, diabetes mellitus, uso de drogas
imunossupressoras, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou em
individuos com histérico de abuso do &cool. Entre as formas extracutaneas, as mais
comuns sdo a osteoarticular e a pulmonar, mas ha relatos de disseminacdo hematogénica
com envolvimento de multiplos 6rgdos (KAUFFMAN et a., 1999; ROCHA et 4d.,
2001; CARVALHO et d., 2002; SILVA-VERGARA et a., 2005; LOPES-BEZERRA
et al., 2006; ROMERO-CABELLO et al., 2011).

As formas mais graves da esporotricose tém sido associadas a pacientes
imunocomprometidos, sugerindo que o S. schenckii € um patégeno oportunista (DE
ARAUJO et al., 2001; NASCIMENTO et al.; 2005; LOPEZ-ROMERO et a., 2011;
ROMERO-CABELLO et d., 2011).

Kong e colaboradores (2006) demonstraram que cepas de S. schenckii isoladas
de esporotricose disseminada quando inoculadas em camundongos levam ao inicio da
doenca mais cedo e lesGes mais graves do que as cepas isoladas de esporotricose
linfocuténea. Por sua vez, as lesdes linfocutaneas induzem a doenca mais cedo e lestes
mais graves do que as observadas em cepas da doenca cutanea fixa.

A termo tolerdncia também parece ser um fator importante para o
desenvolvimento de algumas formas clinicas. Estudos in vitro demonstraram que
amostras isoladas de lesdes cutaneas localizadas foram capazes de crescer a 35°C, mas
ndo a 37°C. Enquanto as amostras isoladas de lesbes linfocutaneas, extra cutaneas e
disseminadas apresentaram termo tolerancia e cresceram a 37°C (DE ALBORNOZ et
al., 1986; TACHIBANA et a., 1998). Mesa-Arango e colaboradores (2002) realizaram
um estudo na Colémbia, onde observaram que os isolados obtidos das lesbes
superficiais da pele causadas pelo fungo S. schenckii apresentavam baixa termo-
toleranciaa 35°C e 37°C.

Algumas caracteristicas do fungo sdo responsaveis pelo seu desenvolvimento e
por isso tem sido avo de estudo para melhor compreensdo dos seus mecanismos de
viruléncia. Em 1971, isolou-se 0 peptideo-ramnomanana, 0 qual € composto por D-
manose (50%), L-ramnose (33%), galactose (1%) e aproximadamente 16% de
peptideos. Dentre estes constituintes, os residuos de ramnose ficaram conhecidos por
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serem 0S principais epitopos antigénicos presentes na superficie da célula fungica
(LLOYD eBITOON, 1971, CASTILLO et a., 1990).

Fernandes e colaboradores (1999) observaram que de acordo com o tempo de
cultura em &gar Saboraud havia diferenca na composicéo da parede celular fungica,
sendo que os conidios de culturas mais recentes apresentavam maior teor de ramnose,
sendo estes mais virulentos e capazes de induzir a doenca sistémica aguda. As
diferencas na composicdo da parede celular parecem influenciar também em outras
infeccBes fangicas clinicamente importantes como aguelas causadas pela Candida
albicans (MENCACCI et al., 1994; LEWIS et al., 2012), Paracoccidioides brasiliensis
(ALBUQUERQUE et al., 2012) e Cryptococcus neoformans (KOZEL, 1995).

As enzimas extracelulares podem contribuir para a viruléncia do S. schenckii, a
capacidade do fungo de invadir a pele e tecidos cuténeos sugere a presenca de proteases
como fatores para a invasdo. Neste sentido, Tsuboi e colaboradores (1987) observaram
gue duas proteases (protease | e 1) eram secretadas pelo S. schenckii no meio de cultura
e estas eram capazes de hidrolisar o colégeno tipo | e elastina, componentes naturais da
pele. Posteriormente foi observada uma resposta de anticorpos dirigidos contra estas
duas proteases (YOSHIIKE et al., 1993).

Existem relatos da participagé@o da proteina fosfatase acida na interacéo entre o
fungo e o macréfago, a sua atividade foi associada a membrana do fagolisossomo e a
células fungicas parcialmente degradadas (GARRISON e ARNOLD, 1983; HOGAN et
al., 1996).

O ergosterol isolado da membrana do fungo S schenckii na forma de levedura
pode estar relacionado & sua viruléncia como um mecanismo de evasdo das espécies
reativas do oxigénio durante a fagocitose, através da formagdo do ergosterol peréxido
(SGARBI et a., 1997).

Outras moléculas, como as que possuem é&cido sidlico, podem contribuir para a
viruléncia do S schenckii. Estudos demonstraram que as células leveduriformes
estavam protegidas da fagocitose por macréfagos peritoneais na presenca de residuos
deste &cido. Os mesmos podem ainda ser liberados formando agregados que interagem
com 0s anticorpos e outros elementos do sistema imune deixando o fungo livre para
proliferar e invadir os tecidos (ODA et a., 1983; ALVIANO et a., 1999).
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Lima e colaboradores (2001) demonstraram que o fungo possui integrinas e
moléculas adesinas para lectina que sdo capazes de reconhecer varias moléculas
humanas. As fibronectinas estéo localizadas na parede da levedura e estas podem estar
relacionadas a sua viruléncia (LIMA et a., 2001; TEIXEIRA et al. 2009). A proteina
de 70 KDa da parede celular também foi caracterizada como uma mediadora da adeséo
subendotelial e da matriz extracelular da derme (NASCIMENTO et al., 2008; RUIZ-
BACA et a. 2008)

A presenca de melanina tem sido relacionada a viruléncia de vérios fungos
patogénicos. Estudos in vitro demonstraram que a producdo de melanina pelo S
schenckii pode estar relacionada a vérios fatores, tais como: temperatura, pH e
condicdes nutricionais do meio (ALMEIDA-PAES et a., 2009). A melanina produzida
parece proteger os conidios fungicos de danos oxidativos por radicais livres e conferir
altaresisténcia a fagocitose pel os macréfagos (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000).

A presenca de melanina nos fungos Criptococcus neoformans e Histoplasma
capsulatum pode estar relacionada a reducé@o da suscetibilidade destes a anfotericina B
(VAN DUIN et a., 2002). Alguns casos de esporotricose, especialmente na doenca
extracutanea ou em pacientes infectados pelo virus HIV, também foram associados a
reducdo na eficacia do tratamento quando o fungo produzia melanina (MORRIS-
JONES et a., 2003).

O componente lipidico da superficie celular desempenha papel importante na
patogénese desta micose inibindo o processo fagocitico e induzindo a liberacdo de 6xido
nitrico (NO) e de fator de necrose tumora afa (TNF-a) em cultura de macréfagos
(CARLOS et dl., 2003).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle e na prevencdo da
infecc@o ainda permanecem desconhecidos, sabe-se que tanto a resposta mediada por
células como a humoral sdo capazes de responder aos antigenos fungicos. A resposta
imune inata apresenta um papel na patogénese da doenca, como 0 observado em
resposta aos lipidios presentes na parece celular que foram capazes de inibir a
fagocitose (SGARBI et a., 1997, CARLOS et a., 2003). Além disso, também foi
observada a resposta humoral induzida por proteinas flngicas secretadas, como o
exoantigeno (MAIA et al., 2006).
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O fato é que apesar de se conhecer a participagdo dos macrofagos na infeccéo
por S. schenckii ainda existem lacunas para melhor compreender o seu papel, uma vez
gue desempenham importantes funcfes na contencdo de agentes agressores, sendo um

dos principais constituintes do sistemaimune inato envolvido na defesa do hospedeiro.

2.2 Macr 6fagos

Os macroéfagos foram descritos pela primeira vez por Metchnikoff em 1908, o
qual descreveu a importancia desta célula na resposta imune inata através do processo
de fagocitose, mais tarde Paul Ehrlich ganhou o prémio Nobel por relacionar os
macrofagos a resposta imune humoral (GORDON , 2007). Desde ent&o, a participacdo
dos macrofagos na resposta imune vem sendo estudada e rel acionada a diversas doencas
(HE et al., 2009; SIERRA-FILARDI et al., 2010; HAO et d., 2012).

Os macrofagos séo caracterizados por um fendtipo heterogéneo, consequéncia
de sua ampla distribuicéo tecidual e da diferenciacdo celular resultante das adaptacoes
aos microambientes onde se localizam, além da responsividade a muitos estimulos
enddgenos e exdgenos (GORDON, 2003). O primeiro evento durante a resposta imune
inata nos mamiferos é a ativacdo destas células, que fagocitam os patdégenos invasores e
secretam citocinas que medeiam outros eventos da resposta imune (GORDON, 2007;
ABBAS €t al., 2008).

A resposta imune € iniciada através do reconhecimento de produtos microbianos
denominados PAMPs (do ingles, Pathogen-Associated Molecular Patterns) que
interagem com receptores especificos para componentes microbianos, como os “Toll
Like Receptors’ (TLR), sendo estes os principais receptores de reconhecimento padréo
(PRR) envolvidos naimunidadeinata (TAYLOR et al., 2005; AKIRA et a., 2006).

Os PAMPs sdo expostos na superficie de microrganismos como virus, bactérias,
fungos e parasitas, apresentando caracteristicas comuns. sdo expressos normal mente por
microrganismos e ndo por células do hospedeiro, mostram pouca variagdo entre 0s
microrganismos e a sua expressao € essencia para a sobrevivéncia destes patdgenos
(TEIXEIRA et a., 2002). Uma efetiva resposta imune depende do reconhecimento dos
PAMPs pelos macréfagos que distinguem o agente infeccioso do “proprio”. Apos esse
reconhecimento, os TLRs ativados sinalizam componentes que ativam respostas imunes
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apropriadas necessarias para defesa do hospedeiro (KAWAI e AKIRA, 2007; CARLOS
et al., 2009; SASSA et al., 2009).

Alem disso, os macréfagos séo mediadores imprescindiveis entre a imunidade
inata e a adaptativa através do processamento e apresentacdo de antigeno ascélulas T e
liberacdo de moléculas moduladoras, direcionando desta maneira a imunidade
adaptativa para uma resposta celular (Thl) ou humoral (Th2) (IONTCHEVA et a.,
2004).

Antigenos microbianos, produtos tumorais, células T efetoras Thl e Th2 e seus
produtos secretados, influenciam a heterogeneidade e o estado de ativacdo das
popul acBes de macréfagos (MUNDER et al., 1998). Dependendo do padrédo de ativacéo,
0s macréfagos sdo classificados em M1 ou M2.

A ativacdo “classica’ pode ocorrer em presenca dos mediadores IFN-y e TNF-a,
apos o reconhecimento de PAMPs (LPS, lipoproteinas, etc.), ou por meio de sinais
enddgenos (proteinas de choque térmico, etc.). Macréfagos ativados pela via classica,
chamados M1, em geral produzem niveis elevados de interleucina 12 (IL-12) e baixos
nivels de IL-10, participando como indutores e efetores de resposta imune Thl. Estas
células apresentam ainda atividades citotoxicas, resultado de sua capacidade de secretar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (6xido nitrico, peroxinitrito, peroxido de
hidrogénio e superdxido) e pro-inflamatdrias, com liberagcdo de citocinas como o TNF,
IL-1elL-6 (MANTOVANI et a., 2004; HAO et d., 2012).

A persisténcia do processo inflamatorio frequentemente resulta em danos
teciduais e ao DNA, podendo contribuir para o desenvolvimento do cancer (DE
VISSER et al., 2006). Por essa razéo, no decorrer da resposta imune, ainflamagdo deve
ser combatida através do desenvolvimento de mecanismos anti-inflamatérios (RAUH et
al., 2005).

Mediadores distintos foram reportados como inibidores do desenvolvimento das
células M1, atribuindo propriedades anti-inflamatérias aos macréfagos, os quais sdo
coletivamente designados M2, provenientes de uma ativagéo “alternativa’. Dependendo
do estimulo recebido os M2 podem ainda ser subdivididos em M2a, M2b e M2c
(MANTOVANI et d., 2004; MARTINEZ et al., 2009).

A exposicdo a IL-4 e IL-13 induzem a polarizagdo M2a que est4 envolvida na
producdo de quimiocinas responsaveis por acelerar o recrutamento de eosindfilos,
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basofilos e células Th2. Os M2b sdo induzidos por complexos imunes, LPS, TLRs e
receptor antagonista da IL-1 (IL-1ra), sendo que as quimiocinas liberadas por esta
populacdo em combinacdo com seus receptores promovem a infiltracdo de eosinofilos,
células Th2 e células T regulatdrias, responsaveis pela imuno-regulacdo. Por fim, os
M2c s&o induzidos pela IL-10, TGF-$ ou glicocorticoides, neste caso a IL-10 liberada
pelos macréfagos € conhecida por estimular a liberagdo de quimiocinas que também
levam ao acumulo de eosindfilos e células T naive, 0s quais tem um importante papel na
supressao da resposta imune e promovem o remodelamento tecidual (MANTOVANI et
al., 2004; MARTINEZ et al., 2009).

Os receptores F4/80 e CD11b tem sido considerados marcadores para popul agéo
de macrofagos (ZHANG et al., 2008) e para fenotipagem das subpopulagdes tem-se
utilizado os receptores de superficie CD197 (M1), CD23 e CD206 (M2) (BENOIT et
a., 2008; DE PADUA-QUEIROZ et al., 2010; MUELLER e SCHULTZE-MOSGAU,
2011).

A principa via efetora de macréfagos € mediada por producéo de éxido nitrico
(NO) através da enzima “inducible NO synthase” (iNOS), usando L-arginina como
substrato. A via metabdlica aternativa utiliza arginase para converter L-argininaem L-
ornitina, tendo como produto final uréa (MUNDER et al., 1999).

A iNOS é pertencente & uma familia de enzimas conhecidas como NOS. Trés
isoformas distintas de NOS foram descritas como produto de trés diferentes genes,
apresentando diferencas nalocalizacéo intracelular, regulacdo e propriedades cataliticas.
NOS1 (também denominada nNOS) é prevaente em neurdnios; NOS2 (conhecida com
iINOS) esta presente em varias células do sistema imune; e NOS3 (também chamada
eNOS) é encontrada em células endoteliais (BRONTE e ZANOVELO, 2005).

Anfibios e mamiferos expressam duas isoformas de arginase, a | e Il, ambas
isoformas catalisam a mesma reacdo com uréia como produto final. Contudo, s&o
codificadas por diferentes genes, aém de possuirem diferentes distribuigcdes celulares
(JENKINSON et a., 1996). Arginase | é uma enzima citoslica, expressa
exclusivamente no figado (KANYO et al., 1996). Arginase || € mitocondrial, distribuida
em varios tecidos, principalmente rim, glandulas mamarias, prostata, intestino e cérebro
(JENKINSON et al., 1996).
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A regulacéo do balango iINOS/arginase por mediadores Thl, como IFN-y e LPS,
e por citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, sugere que a andlise do nivel de NO e atividade
da arginase em populacfes distintas de macrofagos refletem seu estado de ativacdo
(BRONTE e ZANOVELLO, 2005). Contudo, o LPS, comumente conhecido como
indutor de citocinas Thl, pode ativar a expressdo de ambos, arginase e iINOS, em
macrofagos e outras células imunes (MILLS et al., 2000; BRONTE e ZANOVELO,
2005).

Ao contrério da iINOS, pouco é conhecido sobre a regulacdo e funcéo das
arginases no sistema imune. Acredita-se que a arginase participa da regulacéo da sintese
de NO por competicdo pelo substrato. Outras fungdes incluem o envolvimento em
processos de reparacdo e remodelacdo tecidual e em agbes anti-inflamatérias
(JENKINSON et al., 1996).

A interleucina 12 € um heterodimero composto por duas subunidades, a p40 e a
p35, aqual apresenta varios efeitos na resposta imune que induzem a diferenciagdo Thl
e levam a producéo de interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF) pelos
linfocitos T e células natural killer (NK) (WIEKOWSKI et al, 2001; TRINCHIERI et
al., 2003). A 1L-23 é um heterodimero da familia da IL-12, formado pela subunidade
p40 e por uma subunidade menor, a pl9, esta citocina tem sido correlacionada a
ativacdo de células T de memdria levando a secrecdo de elevados niveis de IL-17,
gerando um perfil Th17 (AGGARWAL et al., 2003; IVANOV et al., 2007). Estudos
mai's recentes tém associado a IL-23 a model os de autoimunidade (CROXFORD et al.,
2012).

A 1L-10 é uma citocina produzida principalmente por macréfagos e monacitos,
gue apresenta efeitos pleiotropicos na inflamacéo e na imunoregulacéo (MOORE et al.,
2001; DEEPE e GIBBONS, 2003). A IL-10 atua nas células T limitando a producéo de
INF-y, umavez que suprime a producéo de IL-12 por macréfagos e células dendriticas,
desta forma modula as reagdes da imunidade inata e da imunidade mediada por células
(CLEMONS, 2000; ZHOU et a., 2005). A IL-10 produzida por linfécitos B pode ser a
responsavel por promover a proliferacdo de macrofagos M2 que favorecem o
crescimento tumoral, umavez que estes estimulam a angiogenese (SICA et dl., 2010).

O TGF-p apresenta trés isoformas, a TGFB1, p2 e B3, as quais apresentam
propriedades similares in vitro, mas in vivo estudos tem demonstrado que as isoformas
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apresentam fungdes distintas, provavelmente devido a expressdo temporal e espacia
diferentes observadas durante o desenvolvimento em camundongos (MILLAN et d.,
1991; ISEKI et a., 1995). E uma citocina multifuncional que regula a proliferagso,
diferenciac@o, migracdo e sobrevivéncia celular, apresentando efeitos regulatérios em
varios tipos celulares, incluindo células hematopoiéticas e epiteliais (BLOBE et al.,
2000).

Estudos sobre a polarizagdo de macréfagos em doencas bacterianas
demonstraram que os macrofagos M1 geramente estéo associados a protecdo durante a
fase aguda. Shaughnessy e Swanson (2007) verificaram que individuos
imunocomprometidos e mulheres gravidas afetados pela Listeria monocytogenes
apresentavam um perfil M1, o que impedia a bactéria de evadir do fagossomo
contribuindo para sua destruicdo tanto in vivo quanto in vitro.

O agente etioldgico da gastroenterite, Salmonella typhimurium, também induziu
a polarizacdo M1 em macréfagos murinos o que provavelmente estava associado ao
controle da infeccdo (JOUANGUY et a, 1999). Entretanto, outros estudos
demonstraram que a ativagdo excessiva e prolongada da populagdo M1 pode levar a
dano tecidual e faléncia mditipla de érgdos (LIANG et a., 2005; PINHEIRO DA
SILVA et d., 2007)

O perfil M2 associado a ata producdo de IL-10 em pacientes leprosos mostrou
uma supressdo no mecanismo de defesa inato do hospedeiro (BLEHARSKI et al.,
2003). Benoit e colaboradores (2008) demonstraram que quando os mondcitos
infectados com Coxiella burnetii eram tratados com IL-10, IL-4 ou TGF-f1, estes
assumiam um perfil M2 o que permitia uma intensa replicagdo bacteriana e poderia
explicar a persisténcia da doenca.

O fato € que ha muito que se conhecer sobre a participacdo das células do
sistema imune em infecgdes, incluindo as infecgdes fungicas, em termos do fendtipo e
funcdo que elas assumem em cada momento. Quando se trata do fungo S. schenckii, este
ainda € pouco estudado, portanto o conhecimento das populacdes celulares de
macréfagos envolvidos na resposta imune a esporotricose podera auxiliar no
esclarecimento sobre as células efetoras que estdo envolvidas na eliminagdo ou
favorecimento desta infecgao.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fenotipico e a participacéo das subpopulacbes M1 e M2 durante
ainfeccdo induzida por S. schenckii em modelo murino.

3.1 Objetivos especificos:

a) Avadiar a expressdo dos receptores CD11b e F4/80 para macréfagos e os
receptores de superficie especificos para as sub-populacdes M1 (CD197 e
CD121b) e M2 (CD23 e CD206).

b) Avaliar o estado funcional dos macréfagos peritoneais quanto a producéo de
oxido nitrico pelas células M1 e determinacéo da atividade da arginase pelas
células M 2.

c) Avadiar o perfil M1 (IL-12 e IL-23) e M2 (IL-10 e TGF-B) das citocinas
produzidas em sobrenadantes de cultura de macréfagos estimuladas com
exoantigeno e extrato lipidico do fungo S. schenckii.
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4.2 Microrganismo

Foi utilizada a cepa 1099-18 do fungo Sporothrix schenckii isolada de um caso de
esporotricose humana na secdo de Micologia do Departamento de Dermatologia da
Columbia University, New York, NY, EUA. Essa cepafoi gentilmente cedida pela Dra.
Celuta Sales Alviano do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

4.3 Animais

Todos os procedimentos realizados nesse trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP-Araragquara-SP) (Protocolo n°
13/2009). Foram utilizadas linhagens de camundongos Swiss machos, pesando entre 18-
259, com idade entre 45 e 60 dias procedentes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) —
UNICAMP (Campinas-SP). Os animais foram separados em cinco e mantidos em mini-
isoladores em um ambiente com temperatura (23+2°C), umidade (65-75%) e ciclos de
luz (12h claro-12h escuro) controlados, alimentados com agua e racdo estéreis ad
libitum e acondicionados em um ambiente “germ-free”. Os animais foram eutanasiados

em camarade CO..

4.4 Reativacao do fungo Sporothrix schenckii

Foi realizada a reativacdo da cepa 1099-18 do fungo Sporothrix schenckii de acordo
com a metodologia descrita por Lacaz e colaboradores (2008), para isso foram
utilizados 3 camundongos da linhagem C57BL/6 os quais foram inoculados via
intratesticular com 0,5 mL de uma suspensdo densa de Sporothrix schenckii na forma
miceliar em solucdo de PBS. ApGs quatro semanas, 0s animais foram eutanasiados para
remocao do testiculo, bagco e nédulos linféticos, os quais foram macerados e plagueados
em placas contendo BHI Agar (Brain Heart Infusion, Difco). As placas foram mantidas
a 37°C por 15 dias em estufa contendo tensfo constante de 5% de CO,. ApoOs esse
periodo, o fungo foi cultivado para dar prosseguimento as demais etapas do projeto.
Ent&o, cinco isolados fungicos foram semeados em meio &gar dextrose Sabouraud
(Difco) para que fosse obtido o tapete de células fungicas na forma miceliar em
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temperatura ambiente. Esse tapete foi removido e imerso em meio BHI caldo para a

obtencdo do fungo na forma leveduriforme.

4.5 Obtencéo dos antigenos
4.5.1 Exoantigeno (ExoAQ)

A obtencdo do exoantigeno do fungo foi feita de acordo com a metodologia
descrita por Carlos et a. (2003). O fungo cultivado em meio BHI liquido, com agitacéo
constante de 150 ciclog/minuto a 37°C, foi submetido a radiacdo ultravioleta (UV) por
uma hora. Essa suspensdo celular foi mantida por 24 h a 37°C e, novamente submetida a
radiagdo UV por mais uma hora. Em seguida, acrescentou-se timerosal na concentragéo
final de 1/5000. A suspensdo celular foi, entdo, congelada a -20°C por 48 h. Apds esse
periodo, foi realizado teste de esterilidade em Agar Dextrose Sabouraud (Difco). A
suspensdo celular obtida foi centrifugada e o sobrenadante filtrado. O filtrado obtido foi
concentrado 50 a 100 vezes em polietilenoglicol 2000 (Fluka). A dosagem de proteinas
no exoantigeno obtido foi feita pelo método de Lowry e colaboradores (1951).

4.5.2 Extrato lipidico (EL)

Os lipideos foram extraidos a partir da massa de céulas obtidas por
centrifugacd da cultura do fungo na forma leveduriforme. Através de extracOes
sucessivas por sonicagdo com 10 volumes (ml/g de peso imido) dos seguintes sistemas
solventes. cloroformio: metanol (C:M) (2:1, viv) e (1:1) e C:M:H;0 (C:M:H) (4:8:3,
v/Vv) e concentrados até a secura a véacuo. Os testes foram realizados com o extrato bruto
obtido na concentragdo de 57,6 ug/mL (CARLOS et a., 1999).

4.5.3 Dosagem proteica

As proteinas presentes no exoantigeno foram dosadas de acordo com o método
de Lowry et a. (1951). Segundo o qual em uma primeira etapa ha a formacdo de
complexos de cobre-proteina, que séo reduzidos apds a adicdo do reagente de Folin. A
maxima formagdo de cor ocorre quando a reducdo se da em pH 10, no qual o reagente
se mantém reativo por um curto tempo (razéo pela qual a agitagdo deve ser rgpida apos
sua adicdo). A queda da reatividade se da provavelmente pela formagdo de acido
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fosforico devido a dissociagdo do fosfomolibdato, o que reduz o pH do meio reacional.
Por esta razéo, adiciona-se NayCOj3 paratamponar o meio e limitar a queda do pH.

Para essa dosagem, foi preparada uma curva padréo com BSA 0,1% (albumina
de soro bovino) nas seguintes concentragdes 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL,
0,08 mg/mL e 0,16 mg/mL e, como branco foi utilizada a agua destilada. O teste foi
realizado em duplicata. A amostra-teste foi diluida 1:50, logo apés foram adicionados 3
mL da mistura reativa (Na;CO3 2% em NaOH 0,1N, CuSO,.5H,0 1%, tartarato de Na
2%) em cada um dos tubos e estes foram incubados por 10 min a temperatura ambiente.
Em seguida, acrescentou-se 300 ul do liquido de Folin diluido e os tubos foram
rapidamente homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. A
leitura foi realizada em espectofotdmetro Genesys 2 (Spectronic Unicam, EUA) em
filtro de 660 nm. Os testes foram realizados na concentragdo 50 ug/mL para ExoAg
(CARLOS et d., 1992; CARLOS et al., 1994; MAIA et al., 2006).

4.6 Separacado de proteinas (SDS-PAGE)

A separacdo de proteinas do exoantigeno por SDS-PAGE foi utilizada para
mostrar a presenca da fracdo protéica de aproximadamente 67 kDa relacionada a
viruléncia (TEIXEIRA et a., 2009; NASCIMENTO e ALMEIDA, 2005;
NASCIMENTO et al., 2008, SCOTT e MUCHMORE, 1989) tal como observada em
estudos anteriores realizados no laboratdrio (MAIA et al., 2006, SASSA et a., 2009).

A detroforese em gel de poliacrilamida foi realizada na presenca de agente
desnaturante SDS e agente redutor 3-mercaptoetanol, segundo a técnica descrita por
Laemmli (1970). Para a preparacéo do gel foi utilizado acrilamida/bis-acrilamida na
proporcéo de 30:0,8% e preparado um gel de empilhamento a 5% pH 6.8, contendo
0,5M de Tris-HCI (pH 6.8) e 0,1% de SDS e um gel de separacéo a 13,5% pH 8.8 e
0,1% de SDS. As amostras dos antigenos foram diluidas no tamp&o de amostra
contendo SDS (0,2g), azul de bromofenol (0,0001g), TrissHCI (1,25 pH 6.8 0,5M),
glicerol (1mL) e agua Milli-Q (g.s.g. 10mL), sendo que a reducéo foi realizada com o
acréscimo de R-mercaptoetanol. As amostras foram fervidas a 100°C por 5 minutos. As
corridas foram acompanhadas com padrdo de peso molecular de proteinas (GE
Healthcare) empregando uma fonte de corrente continua (Power pac 300 — Bio-Rad)
gjustada a 25mA e 100V até gque as amostras atingissem 1,5cm do final do gel. Os géis
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foram corados com Comassie Brilliant Blue R 250 (Sigma Chemical Co, St Louis/
USA) a 0,25% para conferir o padrdo de separacdo eletroforética. O padréo
eletroforético esta apresentado a seguir (Figura 2):

Figura 2. Gel de SDS-PAGE corado com Coomassie Blue.

Posicdo 1- Marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare).

Posi¢des 2, 3 e 4- Amostras do exoantigeno (diluidas 1:100; 1:50 e 1:10,
respectivamente).

4.7 Infecgcdo

O método de infeccdo foi realizado cultivando-se o fungo a 37°C por 20 dias em
BHI caldo (Difco) com constante agitacdo 150 ciclos/min (CARLOS et al., 2003). Uma
aliquota desta cultura foi centrifugada (Centrifuga Fanem, INd. Bras.) a 2500 rpm por
10 min (Figura 3) e o pellet obtido foi ressuspendido em 1 mL de PBS para a contagem
em camara de Neubauer (Boeco, Germany). A suspensdo foi gjustada a concentracéo de
10" célulasml e, cada animal, foi inoculado intraperitonealmente, com 0,1mL desta
suspensdo contendo 10° células leveduriformes (MAIA et al., 2006) (Figura 4). Os
periodos analisados foram a 28 42 62 e 8% semanas de infecgdo, as quais foram
escol hidas de acordo com estudo ja realizado em nosso laboratério (MAIA et a., 2006).
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Figura 3. Método de cultivo do fungo Sporothrix schenckii.

Figura 4. Método de infecgéo pelo fungo Sporothrix schenckii.
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4.8 Obtencéo das células do exsudato peritoneal

Foram obtidas células do exsudato peritoneal (PECs), onde os animais foram
previamente estimulados com 3,0 mL de tioglicolato de sodio 3% envelhecido (trés
meses) (Difco Lab. Ltda) através de inoculac&o intraperitoneal trés dias antes de serem
eutanasiados em camara de CO,. Os animais tiveram a pele da regido abdominal
retirada assepticamente em camara de fluxo laminar Classe 100 e o peritdnio exposto.
Foram inoculados 5 mL de solugdo PBS gelado a pH 7,2 na cavidade abdominal. O
liquido peritoneal resultante foi coletado e transferido para um tubo conico estéril e
centrifugado a 2500 rpm durante 5 min. O sedimento celular foi lavado trés vezes com 3
mL de PBS. ApGs a Ultima lavagem as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio
de cultura RPM1-1640 completo (RPMI-1640-C, Sigma) para a contagem de células. O
nimero de células foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo
Neubauer e a suspensdo celular gjustada a concentracéo final de 5x10° células para
realizacao dos testes propostos, sendo que as placas com as PECs foram incubadas por 1
h em estufa de CO, a 37°C para a formagdo do “tapete” e apls este periodo foi

desprezado o sobrenadante e acrescentado 0 mesmo volumeinicial de RPMI-C.

4.9 Avaliacdo da viabilidade celular —méodo MTT

Para 0 ensaio de viabilidade celular, utilizou-se 0 método baseado na capacidade
gue tém as células viaveis de clivar 0 anel tetrazolico presente no MTT (brometo de 3-
4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio) pela acdo de enzimas desidrogenases
presentes namitocondria ativa, formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983).

A uma placa de microtitulagéo de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.)
foram distribuidos 100uL por cavidade das suspensbes de células do exsudato
peritoneal de animais infectados e ndo infectados, ajustadas a concentracdo de 5x10°
célulassmL em meio de cultura RPMI-1640-C em presenca de 100 puL de cada
composto, sendo exoantigeno na concentracdo final de 50 pug/mL, extrato lipidico na
concentracdo final de 57,6 ug/mL, LPS a1 ug/mL ou somente meio de cultura RPMI-
1640-C, em triplicata. As placas foram incubadas por 24 h, a 37°C, em estufa contendo
tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). As células aderentes foram tratadas
com 100 pL de uma solugéo de MTT (Across Organics) a 1 mg/mL em RPMI-1640. A
placafoi incubada por mais 3 hs nas mesmas condigdes anteriores. Apds esta incubacéo,
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0s sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com 100 pL de
isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de formazana
formados. A leitura da densidade Otica foi determinada em espectrofotdmetro
(Multiskan Ascent, Labsystems) em UV /visivel, a 540 nm, com filtro de referéncia de
620 nm.

4.10 Fenotipagem

A suspensdo dos macrofagos peritoneais foi lavada com solucdo sdina
tamponada de fosfatos (PBS) contendo 1% de albumina bovina (BSA), em seguida a
suspensdo foi gjustada para 1x10° célulassmL e incubadas com concentragdes 6timas
dos anticorpos monoclonais de interesse em tampéo de ligagcdo (PBS contendo 1% de
BSA) durante 30 min no gelo ao abrigo da luz. Foram realizadas quatro marcacfes por
tubo utilizando-se anticorpos monoclonais para os receptores de superficie: F4/80
(BM8; conjugado com PE/Cy7; BioLegend), CD11b (M 1/70; conjugado com FITC; BD
Pharmigen), CD197 (4B12; conjugado com 647; BD Pharmigen), CD121b (4E2;
conjugado com PE; BD Pharmigen), CD23 (B3B4; conjugado com PE; BD Pharmigen)
e CD206 (MR5DS3; conjugado com Alexa Fluor 647; BioLegend). ApOs a incubacdo,
as suspensdes celulares foram lavadas novamente em tampdo de ligagcdo e foram
adquiridos 10000 eventos em citdmetro de fluxo (FACSCanto™ flow cytometer, BD
Biosciences), analisados pelo programa FACSDiva™. A populacdo de macréfagos foi
identificada pela dupla marcagdo F4/80" / CD11b", cujo gate foi utilizado para a analise
dos receptores das subpopulaces de macréfagos. Os resultados foram apresentados em
porcentagem (%).

4.11 Deter minacao da producao de oxido nitrico (NO)

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pela Reacdo de Griess
(GREEN et a., 1982). A partir da cultura de células aderentes do exsudato peritoneal
gjustadas como descrito anteriormente no item 4.8., foram retirados 100 uL e colocados
em placa de cultura de células de 96 cavidades. Em seguida foram adicionados 100 pL
das solucgbes antigénicas (ExoAg e EL) a serem testadas. A placafoi incubada por 24 hs
em estufa incubadora de CO, a 37°C (Thermo Electron Hepa Class 100). Aliquotas de
50 pL do sobrenadante de cada amostra em triplicata foram transferidas para uma placa
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de cultura de células ndo estéril contendo 96 cavidades de fundo plano e acrescidas de
igual volume de reagente de Griess. Apos 10 min de incubacdo em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a absorvancia foi determinada com filtro de 540 nm em
espectrofotdbmetro. A concentracdo de NO liberado no sobrenadante das culturas
celulares foi calculada a partir de uma curva padréo, previamente estabelecida e os

valores foram expressos em pmols de nitrito/5x10° células.,

4.12 Deter minacao da atividade da arginase

A mensuracdo da uréia foi realizada mediante a observacdo de ocorréncia da
reacdo de hidrdlise de L-arginina pela enzima arginase em lisado de céulas
(CORRALIZA et a., 1994). As células foram obtidas apés a cultura, gjustadas a 2 x 10°
célulassmL e lisadas com 100 pL de Triton X-100 0,1%. Ap6s 30 min sobre um
agitador foram adicionados 100 pL de TrissHCl 25 mM e 100 uL de MnCl; 100 mM e
incubados por 10 min a 56°C para ativagdo da enzima. A hidrdlise da L-arginina foi
conduzida por incubagdo de 100 pL do lisado com 100 uL de L-arginina0,5M (pH 9,7)
a 37°C por 60 min. A reacdo foi paralisada com 900 pL de solugdo de H,SO,4 (96%),
H3PO, (85%) e H,O na proporcdo 1:3:7. A concentracdo de uréia foi mensurada a 540
nm, apos adicdo de 40 ulL de a-isonitrosopropiofenona 9% (Sigma), dissolvido em
etanol 100%, seguido de incubacdo a 95°C por 30 min. A placafoi lida apés um periodo
de 10 minutos em temperatura ambiente em espectrofotdbmetro a 540 nm. A
concentracdo de uréia foi calculada através de uma curva padrdo previamente
estabelecida com quantidades conhecidas de uréia. Uma unidade da atividade
enzimética foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagédo de 1 pmol

de uréia por minuto.

4.13 Deter minacdo de citocinas

Ascitocinas IL-12, IL-23, IL-10 e TGF-$ foram quantificadas nos sobrenadantes
de células aderentes do exsudato peritoneal obtidas e gjustados como descrito no item
4.8 ap0s 24 hs na presenca dos antigenos fungicos, o doseamento foi realizado através
do teste imunoenzimatico ELISA de captura para cada citocina (BD OptEIA e
EBioscience), de acordo com as instrugdes do fabricante. As absorvancias foram lidas a

450 nm em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent,
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Labsystems), as concentragfes de cada citocina foram determinadas utilizando-se uma
curva padréo previamente estabelecida com concentragOes conhecidas dos padrbes de

cada citocina e os resultados foram expressos em pg/mL.

4.14 Andlise estatistica
O dados foram expressos como média + desvio padrdo das médias e submetidos

aandlise de variancia (one-way ANOVA) com pés teste de Tukey (p < 0,05) utilizando-

se o programa GrafPad InStat 3.0.
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5RESULTADOS
5.1 Viabilidadecelular —MTT

A determinagdo da viabilidade celular foi previamente realizada em células do
exsudato peritoneal (PECs) apds estimulo prévio com tioglicolato de sddio 3% em
camundongos Swiss ndo infectados e infectados com o fungo S. schenckii, em diferentes
periodos da infeccdo, a fim de observarmos se a infeccdo no animal ou os antigenos
utilizados como estimul o poderiam ser tOxicos para as culturas celulares.

Os resultados obtidos demonstraram que a viabilidade celular nos camundongos
Swiss ndo infectados manteve-se acima de 90% e nos animais infectados acima de 80%
mediante os desafios com 0 ExoAg e o EL (Tabelal).

Quando comparadas as viabilidades celulares entre os grupos de animais
infectados e ndo infectados mediante cada estimul o e sua respectiva semana de infeccéo
foi observado que a diminuicdo no primeiro grupo foi estatisticamente significante em
relacdo ao ndo infectado (p<0,001) (Tabela 1).

O teste de viabilidade celular mostrou que os antigenos avaliados, assim como as
condicdes de cultura e ainfeccéo ndo foram toxicos as culturas celulares, umavez que a
viabilidade dos grupos manteve-se acima de 80%. A questdo da viabilidade é
fundamental durante o desenvolvimento das manipulagdes experimentais, assegurando,
dessa forma, a capacidade de uma determinada populagdo celular responder as
substancias a serem testadas (FRESHNEY', 1994).

Tabela 1. Viabilidade celular (%)" em células aderentes do exsudato peritoneal em
camundongos Swiss ndo infectados e infectados com o fungo Sporothrix schenckii.

Nao ifectados Infectados
Semanas
LPS ExoAg EL RPMI LPS ExoAg EL RPMI
22 94+0,3 92,1+0,2 95,8+0,9 100+0 91+1,9 85,5+2,1***  87,6+1,8***  100+0
42 97+0,7 94,3+0,2 91,7405 100+0 93+1,3 86,4+0,5+**  87,5+2,1***  100+0
62 96+0,5 96+0,3 97,9+0,2 100+0 93+1 88,2+0,9***  84,9+3,2***  100+0
82 98,6+0,4 97,5+0,4 98,9+0,7 100+0 94+0,9 92,9+1,2%**  88,2+3,9***  100+0

# média t desvio padréo

*** p< 0,001 comparando-se o estimulo dos animais infectados aos ndo infectados na mesma semana.
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5.2 Fenotipagem

A expressdo das proteinas F4/80, CD11b, CD197, CD121b, CD23 e CD206 foi
quantificada na superficie das células do exsudato peritoneal (PECs) em grupos de
camundongos infectados e ndo infectados com o fungo S. schenckii. Os resultados estdo
representados nas Figuras 5 e 6 e Tabela 2 como média + desvio padréo dos percentuais
de expressao de cada proteina.

A partir das PECs foi analisada a populagéo duplo positiva para os receptores
F4/80 e CD11b, os quais foram utilizados para se identificar o gate correspondente a
populacdo de macrofagos e quantificar a populacéo durante a cinética.

Os resultados demonstraram que o niimero de células F4/80" e CD11b" nos
grupos infectados foi estatisticamente significativo (p<0,001) durante toda a cinética
guando comparados aos grupos ndo infectados durante a mesma semana.

Foi observado um aumento da populacdo de macréfagos, em média quatro vezes
maior, a partir da 42 semana de infecgdo quando comparados aos grupos ndo infectados
(Figura 5; Tabela 2), sendo evidente um maior nimero de células F4/80" e CD11b"
durante a 42 e 62 semana de infeccdo (79,4% e 76%, respectivamente).

A fenotipagem dos marcadores para as subpopulagbes revelou que houve
aumento na expressdo dos receptores de superficie tanto para a populagdo M1 quanto
M2, sendo estatisticamente significantes durante a 22 (CD197", CD23" e CD206",
p<0,001), 42 (CD121b" e CD206", p<0,001) e 62 (CD121b*, CD23" e CD206", p<0,001)
semanas de infeccdo quando comparados ao grupo ndo infectado na mesma semana da
cinética. Na 82 semana de infec¢do houve aumento significativo da expressdo do CD206
(p<0,001) comparado ao grupo ndo infectado (Figura 6B; Tabela 2).

Em suma, no grupo infectado em relacéo aos ndo infectados foi observado que na
28 42 e 62 semana de infeccdo ha a participacdo de macrofagos tanto M1 quanto M2.
Durante a 8* semana, periodo de resolucdo da infeccdo fungica, o marcador de
superficie CD206 indicou a predominancia da populagdo M2.



40

S

~
1

Semanas de infecgao

* k¥

N

7

0 20 40 60 80 1(.)0
Células duplo positivas F4/80"/CD11b" (%)

E= Infectados Nao infectados

Figura 5. Fenotipagem de células do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos Swiss ndo
infectados e infectados com o fungo S. schenckii durante a 22 42 62 e 82 semanas. Foi redizada
andlise do gate para dupla marcagio com F4/80" e CD11b". Os resultados foram expressos como média +
desvio padréo de 5 experimentos independentes por semana de infeccdo (***p<0,001 comparando o

grupo infectado e ndo infectado ha mesma semana da cinética).
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Figura 6. Fenotipagem

dos marcadores para as populacbes M1 e M2 em células do exsudato

peritoneal (PECs) de camundongos Swiss nédo infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii durante a 223, 42 62 e 82 semanas. Foi realizada andlise dos receptores CD197, CD121b, CD23
e CD206 a partir do gate F4/80°/CD11b". Os resultados foram expressos como média + desvio padréo de

5 experimentos independentes por semana de infecgdo (***p<0,001 comparando-se o grupo infectado ao

ndo infectado na mesma semana da cinética).



5.3 Deter minacao da liber acéo de oxido nitrico

A determinagdo da liberacdo de Oxido nitrico (NO) foi redlizada em
sobrenadantes de culturas de células do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos
infectados e ndo infectados com o fungo S schenckii, mediante o desafio com os
antigenos fungicos: ExoAg e EL, e os controles LPS (controle positivo) ou meio RPMI-
1640-C (controle negativo).

A producdo de 6xido nitrico (NO) pelas PECs revelou que no grupo de animais
ndo infectados ndo houve a producdo de NO em niveis significativos frente os estimulos
testados (Figura 7A). Enquanto no grupo de animais infectados com o fungo S
schenckii houve producéo estatisticamente significativa mediante o desafio com ExoAg,
quando comparado ao controle negativo da mesma semana, durante todo o periodo de
infecgdo (p<0,001). Foram observados picos de producéo deste mediador frente o
ExoAg na 42 e 62 semana.

Em relacdo ao desafio com EL, a producdo de NO foi estatisticamente
significativa durante a 22 42 e 62 semana de infec¢do quando comparadas aos controles
negativos (p<0,001) (Figura 7B), apresentando o perfil de producdo semelhante ao

ExoAg com picos na 42 e 62 semana.
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Figura 7. Producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos
Swiss ndo infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a 22, 42 62 e 82 semanas.
Os macrofagos dos camundongos ndo infectados e animais infectados foram cultivados em presenca de
exoantigeno (ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e meio RPMI-1640-C. Cada animal estudado foi
avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste. As concentracdes de nitrito foram obtidas
através de uma reta padréo previamente estabel ecida com concentraces molares conhecidas de nitrito de
sddio (NaNO,) e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padréo
de 5 experimentos independentes por semana de infec¢cdo ( ***p<0,001 em relagcdo ao RPMI-C na mesma
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5.4 Deter minacgao da atividade da enzima ar ginase

A determinagdo da atividade da arginase foi realizada em lisado de PECs obtidas
de camundongos Swiss infectados e ndo infectados com o fungo S schenckii, em
presenca dos antigenos fungicos (ExoAg e EL), LPS (controle positivo) ou meio RPMI-
1640-C (controle negativo).

A atividade da arginase em lisado de PECs nos grupos de animais ndo infectados
mostrou que ndo houve diferenca estatistica significativa mediante os estimul os testados
e 0 controle negativo durante todo periodo experimental (Figura 8A).

Nos grupos de animais infectados foi observada a atividade da enzima arginase
estatisticamente significativa mediante o desafio com 0 ExX0Ag na 42 e 62 semana
(p<0,001) quando comparadas aos seus controles negativos. Em relacéo ao EL a
atividade foi estatisticamente significativa na 42 62 (p<0,001) e 8 (p<0,01) semana
(Figura 8B). Ambos os estimulos apresentaram pico de atividade enzimatica na 62

semana de infecgao.
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Figura 8. Atividade da enzima arginase em cultura de PECs de camundongos Swiss nao infectados
(A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a 22, 43 62 e 8% semanas. Os macréfagos dos
animais infectados e ndo infectados foram incubados por 24 hrs a 37°C em presenca de exoantigeno
(ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e meio RPMI-1640C. A atividade enziméatica foi definida como a
guantidade de enzima que catalisa a formagéo de 1 umol de uréia por minuto. Os resultados foram
expressos como a média + desvio-padrdo de mU de atividade enzimatica de duplicatas de 5 experimentos
independentes por semana de infecgéo (**p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao RPMI-C na mesma semana

deinfecgdo).



5.5 Deter minacgao da producgdo de|L-12

A determinag&o da producéo de IL-12 foi realizada em sobrenadantes de culturas
de células do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos infectados e néo infectados
com o fungo S schenckii, mediante o desafio com os antigenos fungicos. ExoAg e EL,
e o0s controles: LPS (controle positivo) ou meio RPMI-1640-C (controle negativo). Os
resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados por meio de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de
IL-12, como média + desvio padréo de cinco animais por semana estudada.

A producéo de IL-12 pelas PECs no grupo de animais ndo infetados n&o foi
estati sticamente significativa quando desafiadas com os antigenos fungicos (Figura 9A).
No grupo de animais infectados com o fungo S. schenckii foi observado que producéo
de IL-12 mediante o desafio com 0 ExoAg manteve-se estavel durante toda a cinética,
sendo estatisticamente significativa quando comparada aos controles negativos na
mesma semana de infeccdo (p<0,01). A producdo mediante o desafio com EL também
ocorreu durante toda a cinética mantendo-se estatisticamente significativa quando
comparada aos controles negativos nas mesmas semanas de infecgdo (p<0,001), sendo
possivel observar uma diminuigdo no decorrer das semanas analisadas (Figura 9B).

Ao compararem-se as semanas mediante o desafio com EL a diminuicdo da
producdo de IL-12 foi estatisticamente significativa entre a 22 semana e a 82 semana de

infecgéo.
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Figura 9. Concentracdo de IL-12 liberada em cultura de PECs tratadas com tioglicolato de sodio
3% de camundongos Swiss ndo infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a
28 423 6% e 82 semanas. Os macréfagos dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em
presenca de exoantigeno (ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e somente meio RPM1-1640C. Cada animal
estudado foi avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste. As concentracdes de I1L-12 foram
calculadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas
de IL-12. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5 experimentos
independentes por semana de infecgdo (**p<0,01; ***p<0,001 em relagcdo ao RPMI-C na mesma semana
de infecgdo, # p< 0,01 comparando se a 22 semana de infeccdo a 82 semana).



5.6 Deter minacgao da producéo de | L-23

A determinag&o da producéo de IL-23 foi realizada em sobrenadantes de culturas
de células aderentes do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos infectados e néo
infectados com o fungo S. schenckii, mediante o desafio com os antigenos fungicos:
ExoAg e EL, e os controles: LPS (controle positivo) ou meio RPMI-1640-C (controle
negativo). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
por meio de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentrages molares
conhecidas de IL-23, como média + desvio padrdo de cinco animais por semana
estudada.

A producdo de IL-23 nas PECs nos grupos de animais ndo infectados ndo
apresentou diferenca estatistica significativa quando desafiadas com os antigenos
fangicos durante todo o periodo experimental (Figura 10A).

Nos grupos de animais infectados com o fungo S. schenckii foi observado que
houve producdo de IL-23 por PECs aderentes estatisticamente significativas nas 22 e 42
semanas quando desafiadas com o0 ExoAg (p<0,01), enquanto que mediante o desafio
com o EL a produgdo foi estatisticamente significativa durante todo o periodo
experimental (p<0,01), ambos comparados aos seus respectivos controles negativos
(Figura 10B).
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Figura 10. Concentracdo de IL-23 liberada em cultura de PECs tratadas com tioglicolato de sédio
3% de camundongos Swiss ndo infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a
22 42 6° e 82 semanas. Os macrofagos dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em
presenca de exoantigeno (ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e meio RPMI-1640C. Cada animal estudado
foi avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste. As concentrages de IL-23 foram calculadas
através de uma reta padréo previamente estabel ecida com concentrag@es molares conhecidas de IL-23. Os
resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5 experimentos independentes por
semana de infeccdo (**p<0,01 em relacdio ao RPMI-C na mesma semana de infeccao).



5.7 Deter minacgao da producgdo deIL-10

A determinag&o da producéo de IL-10 foi realizada em sobrenadantes de culturas
de células do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos infectados e néo infectados
com o fungo S schenckii, mediante o desafio com os antigenos fungicos. ExoAg e EL,
e o0s controles: LPS (controle positivo) ou meio RPMI-1640-C (controle negativo). Os
resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados por meio de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de
IL-10, como média + desvio padréo de cinco animais por semana estudada.

A producéo de IL-10 no sobrenadante de PECs de animais néo infectados néo foi
estatisticamente significativa durante todo o periodo experimental quando desafiadas
com os antigenos fungicos (Figura 11A). Em relacéo ao grupo de animais infectados, a
producdo de IL-10 foi estatisticamente significativa pelas PECs aderentes quando
desafiadas com os antigenos - ExoAg e EL - em comparagdo ans Seus respectivos
controle negativo (p<0,001) (Figura 11B).

No grupo infectado a produgdo de IL-10 mediante o ExoAg foi estatisticamente
significante na 62 e 82 semana quando comparadas a 22 e 42 (p<0,001) semana. Mediante
o EL a 62 semana foi estatisticamente significante em relacdo as demais semanas da
cinética (p<0,001).
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Figura 11. Concentracdo de IL-10 liberada em cultura de PECs de camundongos Swiss ndo
infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a 28 42 6% e 8% semanas. Os
macrofagos dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de exoantigeno
(ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e meio RPMI-1640C. Cada animal estudado foi avaliado em
triplicata no momento de execucdo do teste. As concentracfes de IL-10 foram calculadas através de uma
reta padréo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de 1L-10. Os resultados
foram expressos em pg/mL, como média = desvio padréo de 5 experimentos independentes por semana
de infeccéo (***p<0,001 em relagdo a0 RPMI-C na mesma semana de infecgdo; # p<0,001 comparando-
se a sexta e oitava semana do ExoAg com a segunda e quarta semana; ## comparando-se a sexta semana
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5.8 Deter minacgao da producao de TGF-p

A determinacéo da producéo de TGF-B foi realizada em sobrenadantes de
culturas de células aderentes do exsudato peritoneal (PECs) de camundongos infectados
e ndo infectados com o fungo S. schenckii, mediante o desafio com os antigenos
fungicos. ExoAg e EL, e os controles: LPS (controle positivo) ou meio RPMI-1640-C
(controle negativo). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infecgdo foram
calculados através de uma reta padréo previamente estabelecida com concentracfes
molares conhecidas de TGF-, como média + desvio padrdo de cinco animais por
semana estudada.

Nos grupos de animais ndo infectados as PECs quando desafiadas com os
antigenos fungicos ndo foram capazes de levar a producdo de TGF-f em nivels
significativos durante todo o periodo experimental (Figura 12A).

Nos grupos de animais infectados com o fungo S. schenckii foi observado que
houve producdo de TGF-3 estatisticamente significativa pelas PECs quando desafiadas
com os antigenos fungicos (ExoAg e EL) comparados aos controles negativos da
mesma semana (p<0,001) durante todo o periodo experimental (Figura 12B).

Nos grupos infectados os antigenos levaram a um perfil de TGF-f semelhante ao
da IL-10, ou sga, picos na 6 semana de infeccdo, sendo estes estatisticamente
significantes para 0 ExoAg quando comparada a 62 semana a 22 semana (p<0,001) e
frente ao EL quando comparada a 62 semana (p<0,001) as demais semanas da cinética.
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Figura 12. Concentracéo de TGF-p liberado em cultura de PECs tratadas com tioglicolato de sddio
3% de camundongos Swiss ndo infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii durante a
28 423 6% e 82 semanas. Os macréfagos dos animais infectados e ndo infectados foram cultivados em
presenca de exoantigeno (ExoAg), extrato lipidico (EL), LPS e meio RPM1-1640C. Cada animal estudado
foi avaliado em triplicata no momento de execucdo do teste. As concentragdes de TGF-B foram
calculadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas
de TGF-B. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padréo de 5 experimentos
independentes por semana de infeccdo (***p<0,001 em relacdo ao RPMI-C na mesma semana de
infeccdo; # p<0,001 comparando-se a sexta semana do ExoAg com a segunda semana; ## comparando-se
a sexta semanado EL com as demais semanas).



6 Discussao

A incidéncia de doencas infecciosas causadas por fungos continua alarmante
devido a ampla utilizagdo de terapias imunossupressoras (SAMONIS e
BAFALOUKOS, 1992; ISHII e KAWAKAMI, 2012) e o problema da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (DENNING et al., 1991a; 1991b; JOHNSON,
2012), sendo observado um numero crescente de fungos oportunistas envolvidos nas
doencas que acometem pacientes imunocomprometidos. Dentre estes patGgenos
encontra-se 0 fungo Sporothrix schenckii (SCHECHTMAN, 2010; RODRIGUEZ-
CERDEIRA et a., 2012) tornando-se importante o conhecimento sobre os mecanismos
imunolgicos envolvidos no controle da doenca causada por este fungo para que
futuramente estes auxiliem na elaboracdo de novas estratégias de tratamento,
imunizac&o e/ou diagndstico.

A literatura tem demonstrado a existéncia de populagdes distintas de macréfagos
gue respondem a diferentes padrdes de ativacdo, denominados macréfagos M1 e M2, os
quais expressam metabdlitos distintos, 0s primeiros sdo responsaveis por uma resposta
de perfil proinflamatério levando em gera a producdo de niveis elevados de IL-12 e
baixos niveis de IL-10, além de outras citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6, participando
desta forma como indutores e efetores de resposta imune Thl (MOSSER, 2003). Estas
células apresentam ainda atividades citotdxicas, resultado de sua capacidade de secretar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Ja os macréfagos M2 produzem moléculas
anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B, induzindo desta forma uma resposta imune
Th2 (MANTOVANI et al., 2004; BENOIT et a., 2008).

Em relacdo as doencas fungicas existem poucos relatos da participacdo destas
populacdes, desta forma o presente estudo teve por objetivo fenotipar e avaliar os
mediadores imunol 6gicos associados a presenca dos macréfagos M1 e M2 em células
do exsudato peritoneal durante o processo infeccioso causado pelo fungo S. schenckii.

Ao avadliar-se a viabilidade celular foi observado que no grupo de animais
infectados apds estimulo ex vivo com ExoAg e EL houve diminuicdo estatisticamente
significativa quando comparados aos animais ndo infectados na mesma semana de
infeccao, este fato pode estar relacionado a morte dos macréfagos por apoptose uma vez
que jaforam ativadosin vivo na presenca do fungo. Mesmo havendo uma diminuicdo da
viabilidade celular estas se mantive acima de 80% tornando possivel a realizagdo dos

ensai os imunol égicos.



Os receptores F4/80 e CD11b foram considerados excelentes marcadores de
superficie para as populaces de macréfagos (ZHANG et a., 2010), desta forma foram
utilizados neste trabalho para analisar o gate de macréfagos nas PECs onde considerou-
se a populagéo duplo positiva. Em seguida, 0 mesmo gate foi utilizado para a andlise
dos receptores de superficie utilizados na fenotipagem das populacbes M1 e M2
(BENOIT et al., 2008; OLIVER et al., 2011).

Os resultados da fenotipagem revelaram que houve aumento significativo de
células F4/80°'CD11b" nos grupos de animais infectados quando comparados aos
grupos de animais ndo infectados, sendo observado um aumento destas populacdes
principalmente na 42 e 6@ semana de infeccdo. Os dados sugerem que aumento do
nimero de células expressando estes receptores nos animais infectados possa estar
relacionado ao estimulo in vivo com o fungo, sendo que apenas as células provenientes
destes animais foram capazes de responder aos estimul os fungicos ex vivo mediante os
antigenos analisados (ExoAg e EL).

A partir do gate de macrofagos (F4/80°CD11b") a andlise dos marcadores para as
subpopulagdes demonstrou a presenca de células expressando os receptores CD197 e
CD121b nas 22 42 e 62 semanas de infeccdo caracterizando a presenca de macréfagos
M1. A presenca do receptor CD197 foi correlacionado a producéo de IL-23 pela via da
PI3 quinase e pela via do NF-kB em células dendriticas (KUAWABARA et al., 2012),
no entanto no presente estudo a fenotipagem demonstrou que as células expressando
este receptor foram significativas somente na 22 semana enquanto a producdo de 1L-23
foi significativa na 22 e 42 semana mediante 0 ExoAg e em todas as semanas frente o
EL. Os resultados do presente trabalho parecem indicar outra via de ativagdo para 0s
macrofagos quanto a producdo da 1L-23.

Em relagéo aos receptores CD23 e CD206, o primeiro esteve elevado na 22 e 62
semana enquanto o segundo foi aumentando no decorrer da cinética ambos
demonstrando a presenca dos macréfagos M 2.

Na literatura foi observado que a inducdo da infeccdo em macréfagos derivados
de mondcitos pelo Mycobacterium avium levava ao aumento da expressao do CD23,
sendo este correlacionado a atividade microbicida dos macréfagos através da producéo
de TNF-a sem ateracéo da producéo de NO (MOSSALAYI et al., 2009), mesmo sendo
um receptor presente em macréfagos M2. No presente estudo também se observou a
producédo de NO coincidindo com a expressdo significativa do receptor CD23.



Por outro lado, o receptor CD206 parece estar envolvido na fagocitose sendo
capaz de reconhecer moléculas glicosiladas principalmente com residuos de manose e
fucose e internaliza-las, mas para que sgja efetivada a resposta imunol 6gica parece ser
necessaria a participacdo de outros receptores como os TLRs (GAZI e MARTINEZ-
POMARES, 2009). Na resposta anti-inflamatéria este receptor pode estar envolvido na
fagocitose dos debris celulares na tentativa de resolver o processo inflamatorio
(BHATIA et d., 2011).

Os TLRs foram estudados por Sassa e colaboradores (2012) em modelo de
esporotricose murina, onde observaram que macréfagos provenientes de camundongos
deficientes para o receptor TLR-4 (toll like receptor) em comparacdo aos animais
normais apresentavam niveis aumentados de TGF-p mediante o desafio com o extrato
lipidico obtido do fungo S. schenckii. Outro estudo observou que camundongos
knockout para TLR-2 apresentavam porcentagens menores de fagocitose em contato
com antigeno sollvel e o extrato lipideo do S schenckii quando comparados aos
camundongos selvagens (NEGRINI et al., 2013), demonstrando a importancia da
participacdo destes receptores no reconhecimento dos antigenos fungicos.

No presente estudo ao ser analisada a producéo dos mediadores imunol 6gicos no
grupo de animais infectados observou-se que o NO (Figura 7B) foi produzido durante
todo periodo experimental mediante o desafio com ExoAg e durante as 28 42 e 62
mediante 0 estimulo com EL. Em relacdo a enzima arginase no mesmo grupo foi
observada sua atividade mediante o desafio com 0 ExX0AQ nas 22 e 42 semanas de
infeccdo e quando desafiadas com EL nas 42, 62 e 82 semanas de infeccdo (Figura 8B).

De acordo com a literatura a producdo ou atuacdo destes mediadores estiq
relacionada a presenca dos macrofagos M1 e M2, sendo que ambos utilizam 0 mesmo
substrato (L-arginina) para realizarem sua atividade funcional. Os M1 metabolizam a
arginina através da via da enzima éxido nitrico sintase indutivel (iNOS) levando a
producdo de atos niveis de NO e citrulina, sendo o primeiro conhecido por exercer
atividades microbicidas, enquanto os M2 atuam através da enzima arginase levando a
geracdo de ornitina e uréia apresentando como produto fina o coldgeno e a proliferagdo
celular dos fibroblastos (MOSSER et a., 2003; BRONTE e ZANOVELLO, 2005).
Dessa forma, as enzimas iINOS e arginase podem competir entre si pelo mesmo
substrato (MORI e GOTOH, 2004).



Buga e colaboradores (1996) demonstraram que o LPS era capaz de induzir a
formagdo tanto de iINOS quanto da arginase e a ativagdo dessas enzimas estavam
associadas a0 aumento dos seus produtos. NO, citrulina e uréia. No modelo
experimental da esporotricose foi observada a ativagcdo das duas vias de degradacéo da
arginina na 42 e 62 semana de infeccdo mediante os desafios fungicos avaliados, o que
pode explicar a presenca da populagéo M1 e M2 observada na fenotipagem (Tabela 3).
Tais resultados sugerem que a arginase esteja competindo com a iNOS pela arginina na
tentativa de evitar atoxicidade que poderia ser causada pela superproducéo de NO, além
de exercer 0 seu papel no processo de reparacdo apOs uma agressao tecidual como
demonstrado naliteratura (PESCE et al., 2009; BHATIA etd., 2011).

O papel da arginase em exercer um feedback negativo na atividade daiNOS vem
sendo demonstrado na literatura. Em 2006 Freire-de-Lima e colaboradores observaram
gue ocorria a inibicdo da expressdo da enzima iNOS e a estimulacdo da atividade da
arginase em cultura de macrofagos quando expostas as células mortas (Jurkat T) por
radiacéo prevenindo aformagéo do NO reativo.

A presenca da arginase em macrofagos também tem sido associada a fagocitose
dos debris celulares durante a resolucéo do processo inflamatorio, no entanto ainda néo
se sabe se estes debris podem estar envolvidos na polarizacdo dos macréfagos M2
(ARIEL e SERHAN, 2012). Em relagcdo aos estudos realizados com fungos foi
observado que na fase inicial da infeccdo causada por Aspergillus fumigatus os
macréfagos alveolares apresentavam atividade da enzima arginase com aumento na
expressao dos receptores CD206 e YmL, sugerindo a presenca dos macréfagos M2 e o
possivel papel protetor contra este fungo (BHATIA et al., 2011). Como mencionado no
presente estudo observou-se um aumento da atividade da enzima arginase perante 0s
desafios com 0 ExoAg e 0 EL nas semanas tardias da infeccdo (62 e 82 semanas), 0 que
condiz com a presenca do marcador CD23 e CD206.

Estudos anteriores realizados por Maia e colaboradores (2006) avaliaram o perfil
de diferenciacéo de linfécitos T durante a esporotricose por meio da determinacdo de
citocinas e de NO em culturas de macréfagos, sendo observado niveis elevados de NO
mediante desafio com 0 ExoAg entre a 4% e 72 semana, perfil correspondente ao
observado neste estudo (42 e 62 semana, Figura 7) mediante 0 mesmo desafio.

Em relacdo a producdo de citocinas durante todo o periodo experimental foi
observado que as PECs dos grupos infectados foram capazes de produzir IL-12



mediante o estimulo com ExoAg e EL (Figura 9B) mantendo os niveis estaveis deste
mediador durante todo periodo experimenta frente o ExoAg e diminuindo a produgdo
frente o EL. Enquanto que a liberagdo da IL-23 foi significativa na 22 e 42 semana
mediante desafio com o0 ExoAg e durante todo o periodo experimental gquando
desafiadas com o EL (Figura 10B). As diferencas nos perfis de producdo destes
mediadores pode estar relacionada a composi¢cdo dos antigenos estudados, sendo o
ExoAg composto por proteinas e o outro estimulo extrato bruto de lipidios.

Os resultados da producdo de IL-12 vem de encontro ao estudo realizado
anteriormente em nosso laboratério mediante o desafio com ExoAg onde houve a
producdo de IL-12 durante todo o periodo experimental com picos entre a 4% e 62
semanas de infeccéo (MAIA et a., 2006).

Os resultados observados no presente estudo em relagcéo a producéo de NO, IL-
12 e IL-23, juntamente com os dados obtidos na fenotipagem demonstraram haver a
participacdo da populacdo M1 principalmente nas 22 42 e 62 semanas de infecgao,
sugerindo uma potencializacdo da resposta inflamat6ria contra o fungo S. schenckii.

O papel da IL-12 na eliminacdo de fungos ja vem sendo demonstrado na
literatura. Camundongos IL-12p40” infectados com Paracoccidioides brasiliensis n&o
foram capazes de liberar 0 NO necessé&rio para a eliminacdo do conidio favorecendo
dessa forma a infeccdo (LIVONESI et a., 2008). Zhang e colaboradores (2012)
verificaram que a IL-12 e a IL-2 podem aumentar a expressdo de IFN-y no tecido
pulmonar durante a infeccéo por Aspergillus fumigatus levando a reducéo do nimero de
col6nias do 6rgdo e aumento da sobrevida do animal.

Ruan e colaboradores (2008) também verificaram que a presenca de IL-12 na
infeccdo pelo patbgeno Pneumocystis carinii era responsavel por maior recrutamento de
células inflamatdrias para 0 pulmédo e aumento da concentragdo tecidual de citocinas
proinflamatérias (TNF-a, IL-12, IFN-v).

A participacdo da IL-23 em resposta a fungos tem sido associada ao padréo de
ativagdo de resposta Th17, onde foi observado que camundongos knockout para TLR2,
in vivo, apresentaram diminuicdo da producéo de IL-10 e IL-12 e aumento de IL-23 e
IL-17 quando infectados com o fungo Paracoccidioides brasiliensis (LOURES et al.,
2011). Esta via (Th17) encontra-se em processo de estudo no modelo experimental da
esporotricose em nosso laboratéorio. Em 2012, Verdan e colaboradores analisando
células dendriticas mediante estimulo com ExoAg observaram a producéo de IL-6 e 0



aumento significante de TGF-p juntamente com a producéo de IL-23 demonstrando a
plasticidade das célul as dendriticas mediante os antigeno.

Em relacdo aos macréfagos M2 estes podem ser subdivididos em M2a, M2b e
M2c, sendo as populagdes M2a e M2c as principais responsaveis pela imunoregul agéo
através da producéo de IL-10 e TGF-B que atuam sob os proprios macréfagos e as
célulasT (LI etal., 2006; COUPER et al., 2008).

Os resultados obtidos nos grupos infectados demonstraram que as PECS foram
capazes de responder aos antigenos fungicos (ExoAg e EL) ex vivo levando a producdo
tanto de IL-10 (Figura 11B) quanto de TGF-p (Figura 12B) durante todo o periodo
experimental, sendo o perfil de producéo destes mediadores semelhante com picos na 62
semana. Estes resultados mais uma vez condizem com os dados obtidos na fenotipagem
que demonstraram aumento de células expressando marcadores para a populacéo M2
nas ultimas semanas da cinética (Figura 6B; Tabela 2).

O receptor CD23 foi um dos receptores utilizados para fenotipagem da popul acéo
M2. Em relacdo a sua participacdo hé relato no modelo para paracoccidioidomicose,
onde foi observada a baixa producéo de NO e niveis aumentados de TGF- na presenca
da fracdo B-glucana provenientes deste fungo, sendo os niveis de producdo destes
mediadores associados a presenca de macr6fagos CD11b"/CD23" (DE PADUA-
QUEIROZ et a., 2010). No presente estudo os antigenos utilizados responderam
produzindo tanto NO quanto TGF-p durante a 6% semana, assim como foi observada a
presenca de células expressando o receptor CD23, as vias que levaram a producéo de
ambos mediadores frente os estimul os analisados serdo alvos para estudos posteriores.

Mondcitos estimulados com LPS na presenca de neutréfilos apoptoticos
apresentaram um efeito supressor com acentuada producéo de TGF-§3 e IL-10 e mesmo
apos estimulos exdgenos com IFN-y as células ndo foram capazes de voltar a produzir
mediadores pro-inflamatorios (BYRNE e REEN, 2002), demonstrando a participacdo
destes mediadores no controle dainflamacéo.

A presenca das populagbes M1 e M2 foi descrita por Pena e colaboradores (2011)
ap6s um estimulo com LPS em células mononucleares obtidas a partir de sangue
periférico, iniciamente as células estimuladas levaram producdo de mediadores
envolvidos com a populacéo M1, no entanto ao induzirem um estado de tolerancia ao
LPS foi verificada a presenca de mediadores envolvidos com os macréfagos M2, os

quais foram associados ao controle da inflamagao.



No presente estudo os niveis aumentados de TGF-f, IL-10 e arginase induzidos
pel os antigenos fungicos nos animais infectados podem funcionar como um mecanismo
regulador da resposta inflamatoria uma vez gque ja se conhece a resolucéo dainfeccéo no
modelo estudado (MAIA et a., 2006) e esta resolucdo esta associada a presenca da
populagdo M2 conhecida por participar no processo de deposicdo da matriz e
remodelamento tecidual (MANTOVANI et al., 2004). De acordo com Mantovani e
colaboradores (2009), o paradigma da polarizacdo M1/M2 deve ser visto de acordo com
a plasticidade e flexibilidade dos fagécitos mononucleares espelhando-se no paradigma
Thl/Th2 e seus produtos de ativagdo. Os autores ainda concluem que de fato os
diferentes sinais gerados na resposta imunol 6gica déo origem a uma variedade de perfis
de macro6fagos ativados corroborando com os resultados observados neste modelo.

Na verdade, o papel dos macréfagos polarizados ainda permanece incerto tanto
em model os de infec¢Bes fungicas quanto em outras infecgdes. A presenca da popul agéo
M2 nas semanas finais de infeccdo como demonstrada nesse estudo vem de encontro a
outros trabal hos realizados no laboratério, onde se verificou uma diminuicdo de fungos
nos orgdos dos animais infectados, com concomitante queda na producéo de IL-1 e
TNF-0 (CARLOS et al., 1994; CARLOS et al., 2009) e aumento de IL-4, como
sinalizador de uma resposta anti-inflamatoria (MAIA, et a., 2006).



7 Conclusdes

e A fenotipagem das células do exsudato peritoneal revelou que no grupo de
camundongos infectados houve um aumento de células expressando CD11b" e F4/80"
em relacdo ao grupo ndo infectado, o que indica que em contato com o fungo houve um

aumento de macrofagos expressando estes receptores.

e Houve aumento de células expressando 0s marcadores para as
subpopulagdes tanto M1 quanto M2 durante as 22 42 e 62 semanas de infeccéo, e
predominio na 8% semana na expressdo do marcador CD206 (M2) o que revela a

participacdo de ambas as popul agdes no modelo utilizado.

e Quanto a atividade funcional os estimulos ex vivo com exoantigeno e extrato
lipidico induziram a producdo de mediadores proinflamatérios (NO, IL-12 e IL- 23) e
anti-inflamatorios (IL-10, TGF-p e atividade da enzima arginase), 0 que corrobora com

os dados encontrados na fenotipagem.

e A presenca dos macréfagos M2 encontrados durante o processo infeccioso
pode estar relacionada ao processo de resolucéo dainflamagdo desde o inicio da doenca,
sendo este mais evidente no periodo tardio da infecgcdo, impedindo principal mente que o

excesso de mediadores inflamatorios provoque destruicao tecidual.
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Figura 1. Gréficos “dot plots’ representativos da expressdo de A) F4/80 e CD11b e B) CD197,
CD121b, CD206 e CD23 nas células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss infectados com o
fungo Sporothrix schenckii. Os valores apresentados nos quadrantes dos graficos correspondem aos
valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de cinco animais por experimento.



CAPITULO I




Artigo submetido para publicacéo

The predominance of alternatively activated macrophages following challenge with
cell wall peptide-polysaccharide after prior infection with Sporothrix schenckii

PAMELA ALEGRANCIY; LIVIA CAROLINA DE ABREU RIBEIRO"; LUCAS
SOUZA FERREIRA'; THAIS DE CASSIA NEGRIN'; DANIELLE CARDOSO
GERALDO MAIAY ALINE TANSINI*; MARISA CAMPOS POLES| PLACERES";
IRACILDA ZEPPONE CARLOS".

'Department of Clinical Analysis, School of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo State

University (UNESP), Sao Paulo, Brazil

Corresponding author:

Prof. Dr. Iracilda Zeppone Carlos

Department of Clinical Analysis, School of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo State
University (UNESP), Sao Paulo, Brazil

Rua Expediciondrios do Brasil n° 1621, Araraquara, SP, CEP 14.801-902. Brazil

Tel.: +55-16-3301-6549; Fax: +55-16-3332-0486.

E-mail address: carlosiz@fcfar.unesp.br



Abstract
Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that is caused by the dimorphic fungus

Soorothrix schenckii. This disease generally occurs within the skin and subcutaneous
tissues, causing lesions that can spread through adjacent lymphatic vessels and
sometimes leading to systemic diseases in immunocompromised patients. Macrophages
are crucia for proper immune responses against a variety of pathogens. Furthermore,
macrophages can play different roles in response to different microorganisms and forms
of activation, and they can be divided into “classic’ or “dternatively” activated
populations, as also known as M1 and M2 macrophages. M1 cells can lead to tissue
injury and contribute to pathogenesis, whereas M2 cells promote angiogenesis, tissue
remodeling and repair. The aim of this study was to investigate the roles of M1 and M2
macrophages in a sporotrichosis model. Toward this end, we performed phenotyping of
peritoneal exudate cells and evaluated the concomitant production of severa
immunomediators, including IL-12, 1L-10, TGF-p, nitric oxide and arginase-1 activity,
which were stimulated ex vivo with cell wall peptide-polysaccharide. Our results
showed the predominance of the M2 macrophage population, indicated by peaks of
arginase-| activity as well as IL-10 and TGF-B production during the 6™ and 8" weeks
after infection. These results were consistent with cellular phenotyping that revealed
increases in CD206-positive cells over this period. This is the first report of the

participation of M2 macrophages in sporotrichosis infections.

Keywords. Sporothrix schenckii; M2 macrophages; Cell wall peptide-polysaccharide;
CD206; interleukin, fungus.



Introduction

Sporotrichosis is a type of chronic subcutaneous infection that is caused by the
thermally dimorphic fungus Sporothrix schenckii. Funga infection usually occurs
through inoculation of the skin or subcutaneous tissues via small wounds or trauma. The
fungus can remain restricted to the site of inoculation, proceed to nearby lymph nodes,
or in some cases, induce multifocal or systemic disease via hematogenous spread [1, 2],
the latter outcome occurring primarily in immunocompromised individuals [3-5].

Specific characteristics of S. schenckii are relevant to clinical manifestations of
sporotrichosis, and research has been directed at the fungal components that may be
involved in recognition and induction of the immune response. For example, the fungal
wall—a rigid and complex structure—contains polysaccharides and glycoproteins that
have been studied at the chemica level to determine whether they contain antigenic
epitopes [6-8]. Furthermore, it was demonstrated that cell-surface glycoconjugates can
bind to human fibronectin via their carbohydrate or peptide moieties[9].

The peptide ramnomannan, which can be isolated from the yeast form of S
schenckii, showed mitogenic activity when cultured with lymphocytes from healthy
animals [10] and both galactomannan and ramnomanan purified from the cell surface of
S schenckii are capable of inhibiting the phagocytosis of yeast cells by peritoneal
macrophages in vitro [11]. It has also been observed that the humoral immune response
generates antibodies that are protective against fungal antigens [8, 12]. Taken together,
these studies demonstrate the ability of compounds and antigens released by S
schenckii to both activate and evade the immune response.

Macrophages can adopt a variety of phenotypes, resulting from their broad tissue
distribution and concomitant adaptation to various microhabitats as well as in response
to a numerous endogenous and exogenous stimuli [13]. Macrophages activated by the
classical M1 pathway can be polarized by IFN-y and TNF-a and are necessary to
produce the high levels of interleukin 12 (IL-12) and low levels of I1L-10 used to induce
the Th1l immune response. These cells aso exhibit cytotoxic activities because of their
ability to secrete reactive oxygen species and nitrogen species, in particular nitric oxide
[14,15].

A number of mediators have been reported to inhibit M1 macrophages, which
act as anti-inflammatory molecules, and are collectively designated as M2 pathway
molecules or "aternative" activators. For example, IL-4, IL-13, Toll-like Receptors



(TLRs), and IL-1 (IL-1ra) can induce M2 polarization and are known to be
immunomodulators and with weakly microbicidal activities [14, 16]. Furthermore, M2
macrophages can produce high levels of IL-10 and induce arginase-l expression [17].
The aim of this study was to observe M1 and M2 macrophages following
challenge with cell wall peptide-polysaccharide (PPC) from the fungus Sporothrix
schenckii in an experimenta model system, as the role of these macrophage
subpopulations in sporotrichosis was unknown. Phenotypic analyses and experiments
with immunological mediators indicate the predominance of M2 macrophages during
the course of infection. This is the first report that M2 macrophages participate during
sporotrichosis infection, and these findings may contribute to a better understanding of

the innate immune-response mechanisms directed against S. schenckii.

Materialsand M ethods

Fungus

The fungus S schenckii, strain 1099-18, was originally isolated from a human case of
sporotrichosis at the Mycology section of the Department of Dermatology, Columbia
University, New Y ork. For use in the present study, the fungus was cultured at 37°C for
8 days in brain heart infusion broth (BHI; Difco Laboratories, Detroit, MI) with
constant shaking at 150 cycles/min.

Cell wall peptide-polysaccharide

Cell wall peptide-polysaccharide (PPC) was extracted according to the method of
Loureiro-Penha and Lopez-Bezerra [18] with a few modifications. an S schenckii
culture in BHI broth (containing mostly yeast cells) was killed using a combination of
UV radiation and thimerosal (1:5000). Yeast cells were retrieved by centrifugation at
700 g for 5 min at 4°C and washed three times with sterile phosphate-buffered saline
(PBS), pH 7.4 Following the last wash, cells were resuspended in sterile PBS,
autoclaved for 90 min at 120°C and then kept overnight under rotatory shaking of 150
rpm at 37°C. The supernatant containing the extracted PPC was separated from other
cellular components by centrifugation at 700 g for 5 min and dialyzed against PBS, pH
7.4, for 72 h at 4-8°C. The resulting PPC solution was concentrated with polyethylene
glycol 20,000 and precipitated with 5 volumes of absolute ethanol and centrifugation at



2,650 g for 10 min. This previous step was repeated one more time, and the resulting
precipitate was resuspended in sterile PBS, pH 7.4, and further dialyzed and
concentrated as described above. Protein concentration was determined using the Lowry
method [19] before the final PPC solution was aliquoted and stored at -20 °C.

Animals

Six-week-old male Swiss mice weighing 18 to 25 g were supplied by the Centra
Anima House of UNICAMP University (CEMIB, Campinas, Brazil). These animals
were used for all experiments described here. All procedures involving animals were
approved by the Research Ethics Committee of the School of Pharmaceutical Sciences,
UNESP, Araraquara, SP, Brazil (CEP/FCFAr n° 13/2009).

I nfection protocol and experimental groups

For animal infection, yeast-phase organisms were grown as described above. After 8
days, cultures were harvested and washed three times by centrifugation at 350 g for 5
min and washing with PBS, pH 7.4. Yeast cells were counted in a Neubauer chamber
(Boeco, Germany), and a new suspension was prepared at a concentration of 10’
cells/ml. Mice received 0.1 ml (10° yeast cells) of this suspension via intraperitoneal
(i.p.) inoculation. After the 2™, 4™ 6™ and 8" weeks post infection animals were
euthanized.

Peritoneal exudate cells

Thioglycollate-elicited peritonea exudate cells (PECs) were harvested from Swiss mice
3 days after i.p. inoculation with 3% sodium-thioglycollate, which was performed by
washing the peritoneal cavity with 5.0 ml of sterile PBS, pH 7.4. The cells were cleaned
twice by centrifugation at 200 g for 5 min at 4°C and washing with sterile PBS, pH 7.4.
The cells were then resuspended in RPMI-1640 medium (Sigma) supplemented with
100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin, 5x10° M mercaptoethanol and 5%
inactivated fetal calf serum (Sigma), referred to here as RPMI-1640 complete (RPMI-
1640C) medium. PEC macrophages were manually counted in a Neubauer chamber
(Boeco, Germany), and the concentration was adjusted to 5x10° macrophages/ml in

RPM1-1640C for use in the following experiments.



Flow Cytometry

Peritoneal exudate cells were stained for flow-cytometric analysis. Briefly, 1x10° cells
were washed with buffer (PBS containing 0.1% BSA) and stained with the appropriate
antibodies for 30 min on ice in the dark: anti-mouse F4/80 (BM8; PE/Cy7-conjugated;
BioL egend), anti-mouse CD11b (M1/70; FITC-conjugated; BD Pharmigen), anti-mouse
CD197 (4B12; Alexa Fluor 647-conjugated; BD Pharmigen), anti-mouse CD121b (4E2;
PE-conjugated; BD Pharmigen), anti-mouse CD23 (B3B4; PE-conjugated; BD
Pharmigen), and anti-mouse CD206 (MR5D3; Alexa Fluor 647-conjugate; BioL egend).
Cells were washed with FACS buffer and either fixed with 1% p-formaldehyde in PBS
(to be run the following day) or immediately run on a FACSCanto flow cytometer (BD
Biosciences). Data were processed using the BD FACSDiva™ software program and
analyzed using fluorescence minus one (FMO) and isotype controls for each separate
experiment. Macrophage-positive populations were identified as being double-positive
for F4/80 and CD11b (F4/80" and CD11b"), and all subsequent markers were gated off
this population. Results are shown as the percentage of cells expressing each of the

analyzed receptors.

NO measur ement

For NO measurements, 0.1 ml PEC suspensions containing 5x10° macrophages/ml in
RPM-1640C were added to each well of a 96-well tissue culture plate and incubated for
1 h at 37°C in an atmosphere of air/CO? (95/5, v/v) (Forma Scientific). Next, non-
adherent cells were removed by discarding the supernatants and refilling each well with
0.1 ml of RPM1-1640C medium. The remaining adherent cells were then incubated with
100 pl 50 pg/ml PPC solution with either 10 pg/ml E. coli O111B lipopolysaccharide
(LPS) solution (positive control) or RPMI-1640C medium alone (negative control) for
24 h under the same conditions as described above. Next, 50 pl aliquots from the
supernatants of each well were mixed with 50 pl of Griess reagent (1% wl/v
sulphanylamide, 0.1% w/v naphtylethylenediamine and 3% H3PO,4) and incubated for
10 min at room temperature in the dark. The colorimetric reaction was measured at 540
nm using a Multiskan Ascent ELISA reader (Labsystems, Helsinki, Finland), and the

results are shown as mean = SD values of the NO, concentration [20].



Arginase activity

Arginase activity was measured using a previously established protocol [21]. Briefly,
1x10° cells were lysed with 100 pL of 0.1% Triton X-100 in PBS supplemented with
protease inhibitors (Complete Minis; Roche, Mississauga, Ontario, Canada). Following
room-temperature incubation with shaking for 30 min, 100 pL of 25 mM Tris-HCI (pH
7.5) was added. Next, 10 puL of 10 mM MnCl, was added to 100 pL of thislysate. The
enzyme was activated by heating samples to 56°C for 10 min. L-Arginine hydrolysis
was carried out by incubating 100 pL of this lysate with 100 uL of 0.5 M L-arginine,
pH 9.7, at 37°C for 60 min. The reaction was then stopped with 800 pL of stop solution
[H2SO4  (96%)/H3PO,  (85%)/HO  (1:3:7, wviviv)] and 40 pL 9% a-
isonitrosopropiophenone. The reactions were heated to 99°C for 30 min, and 200 pL of
each sample was analyzed using a microplate reader at 540 nm. A standard curve
generated from urea solutions of known concentrations (0 to 20 mM) was used to
determine the final concentrations. One unit of arginase activity was defined as the

amount of enzyme that catalyzed the formation of 1 mM urea per min at 37°C.

Cytokine determination in culture super natants

To determine the amount of cytokine released by PECs, the cells were suspended in
RPMI-1640C were subjected to non-adherent cell removal as described above for NO
measurement with the following exceptions: culturing was performed in 48-well tissue-
culture plates using 500 pl of the initial PEC suspension, 500 ul of RPMI-1640C was
used to replace the discarded supernatant, and plus 500 ul of each of the following
solutions in RPMI-1640C medium: 50 pg/ml PPC, 10 pg/ml LPS or RPMI-1640C
medium alone. After 24 h of culture, the supernatants were assayed for IL-12, IL-10 and
tumor growth factor (TGF)-B using commercia Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISA) (BD Pharmingen or eBioscience) according to the manufacturer’s
instructions. Colorimetric reactions were measured a 450 nm with wavelength
correction at 570 nm on a Multiskan Ascent ELISA reader (Labsystems, Helsinki,
Finland).



Statistical analysis

All results are representative of five independent experiments with five animals each
and are presented as mean = SD values from triplicate observations, unless stated
otherwise. Means were tested for significant differences using the Tukey Test and the
software program GraphPad Prism version 6.00; a value of p < 0.05 was considered to
be statistically significant.

Results

Phenotyping

The population of peritoneal exudate cells (PECs) was characterized using flow
cytometry, and macrophages were defined as cells positive for both the F4/80 and
CD11b receptors (F4/80" and CD11b"). Increases in the PEC macrophage population
were observed during the 4™ (79.4%) and 6" (76%) weeks after infection with the
fungus Sporothrix schenckii compared with levels during the 2™ and 8" weeks (43.8%
and 59.2% of cells, respectively). Gates were set on F4/80" and CD11b" cells to analyze
the distribution of the CD197- and CD121b-positive (M1) as well as CD23- and
CD206-positive (M2) macrophage populations. The results showed a predominance of
the M2 population over the course of the observed period (Figure 1); in particular,
CD206 receptor levels during the 8" week after infection (77.3%) were 6.4 times greater
than observed during the 2™ week (12%).
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Fig. 1 The populations of peritoneal exudate cells expressing macrophage-specific markers.
Peritoneal macrophages were isolated from Swiss mice and stained with mAbs against CD197, CD121b,



CD23 and CD206. Data are shown as mean + SD percentages for cells positive for macrophage-specific
markers, gated off a F4/80" and CD11b" macrophage population

Evaluation of immune mediators correlated with M 1 macr ophage populations

NO production was evaluated using the supernatants of PEC cultures challenged
with PPC as well as positive (LPS) and negative (RPMI-C) controls (Figure 2).
Increases in NO production were observed during the 2™ (21.9%), 4™ (22.6) and 6"
(17.7%) weeks after infection, which were statistically significant (p <0.001) compared

with negative controls from the same weeks.
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Fig. 2 NO production in cultures of adherent peritoneal exudate cell from Swiss mice infected with
the fungus S. schenckii during the 2", 4™ 6™ and 8" weeks post-infection. Adherent cells were
cultured (in triplicate) in the presence of cell wall peptide-polysaccharide (PPC), LPS or RPMI-1640C
aone. Nitrite concentrations were determined using a previously established standard curve generated
from known molar concentrations of sodium nitrite (NaNO2). Results are expressed in units of pmol
nitrite/5x10° cells and are shown as mean + standard deviation values from 5 independent experiments
per experimental point (*** p<0.001 compared with the RPMI-C negative controls from the same week)

Another mediator used to analyze the role of the M1 population following
infection was IL-12, which was measured from the supernatant of adherent cells
stimulated with cell-wall polysaccharide peptide (PPC) as well as from positive (LPS)
and negative (RPMI-C) control supernatants (Figure 3). The results showed greatly
increased production during the 2™ week (869.9 pg/mL) and slightly increased



production during the 4™ week (263.73 pg/mL) after infection, which were statistically
significant when compared with negative controls (p<0.001 and p<0.01, respectively).
Phenotyping indicated the presence of CD197" and CD121b" macrophages over the
entire course of the infection kinetics, although their functiona activity following PPC
challenge was primarily observed during the 2" week of infection, as demonstrated by
increased cytokine and NO production.
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Fig. 3 Production of IL-12 in cultures of adherent peritoneal exudate cells from Swiss mice infected
with the fungus S. schenckii during the 2™, 4™, 6" and 8" weeks post-infection. Adherent cells were
cultured (in triplicate) in the presence of cell wall peptide-polysaccharide (PPC), LPS or RPMI-1640C
adone. The concentrations of IL-12 were calculated using a previously established standard curve
generated from known molar concentrations of 1L-12. The results are expressed in units of pg/ml and are
shown as mean * standard deviation values from 5 independent experiments per experimental point (**
p<0.01 compared with RPMI-C negative controls from the same week)

Evaluation of immune mediators correlated with M 2 macr ophage populations

Arginase activity was assayed in lysates from peritoneal exudate cells following
challenge with PPC as well as positive (LPS) and negative (RPMI-C) control lysates
(Figure 4). Maximal enzyme activity was observed during the 6" week post-infection
(6.6 mM urea), which was greater than in the positive control (LPS) and significantly
greater (p<0.001) compared with the negative control from the same week; increasesin
enzyme activity were also observed during the 4™ and 8" weeks post-infection (4.8 and
4.5 mM urea, respectively), which were statistically significant compared with negative
controls (p<0.001 and p<0.01, respectively).
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Fig. 4 Arginase-l activity in cultures of Eeritoneal exudate cells from Swiss mice infected with the
fungus S. schenckii during the 2", 4™, 6™ and 8" weeks post-infection. Cells of infected animals were
incubated for 24 h at 37 °C in the presence of cell-wall peptide-polysaccharide (PPC), LPS or RPMI-
1640C alone. Enzymatic activity was defined as the amount of enzyme needed to catalyze the formation
of 1 umol urea/min. Results are expressed as mean + standard deviation values in units of mM of urea,
which were determined from triplicate experiments using 5 animals for each time point (** p<0.01 and
*** n<0.001 compared with the RPMI-C negative controls from the same week)

We aso measured the production of the cytokines IL-10 and TGF-B from the
supernatants of adherent cells chalenged with the above the stimuli. Significant
increases in 1L-10 production were observed compared with negative controls from the
same week over the course of the infection (p<0.01 during the 8" week and p<0.001
during the 4™ and 6™ weeks), with maximal production occurring during the 8" week
(786.2 pg/mL) (Figure5).

TGF-p production was also significantly increased over the course of the
infection (p<0.01 during the 8th week and p<0.001 during the 4th and 6th weeks), with
maximal production occurring during the 6th and 8th weeks post-infection (342.3
pg/mL and 353.7 pg/mL, respectively) (Figure 6).
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Fig. 5 Production of IL-10 in cultures of adherent peritoneal exudate cells from Swiss mice infected
with the fungus S. schenckii during the 2", 4" 6" and 8" weeks post-infection. Adherent cells were
cultured (in triplicate) in the presence of cell wall peptide-polysaccharide (PPC), LPS or RPMI-1640C
adone. The concentrations of IL-10 were calculated using a previously established standard curve
generated from known molar concentrations of IL-10. The results are expressed in units of pg/ml and as
mean + standard deviation values from 5 independent experiments per time point (** p<0.01 and p<0.001
compared with the RPMI-C negative controls from the same week)
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Fig. 6 Production of TGF-B in cultures of adherent peritoneal exudate cells from Swiss mice
infected with the fungus S. schenckii during the 2", 4" 6™ and 8" weeks post-infection. Adherent
cells were cultured (in triplicate) in the presence of cell wall peptide-polysaccharide (PPC), LPS or
RPMI-1640C alone. The concentrations of TGF- were calculated using a previously established standard
curve generated from known molar concentrations of TGF-B. The results are expressed in units of pg/ml
and are shown as mean * standard deviation values from 5 independent experiments per time point (**
p<0.01 and p<0.001 compared with RPMI-C negative controls from the same week)



Phenotyping aso demonstrated the presence of M2 macrophages over the course
of the infection, which was more evident with respect to CD206" cells, whose
expression increased over the course of weeks analyzed, consistent with the increased
IL-10 and TGF- production and arginase-1 activity.

Discussion

The different clinical manifestations of sporotrichosis depend on the immune
status of the host. The most severe forms of the disease are often associated with
immunocompromised patients [12, 22], demonstrating that S. schenckii is an emerging
opportunistic pathogen.

The innate immune system may be able to recognize S. schenckii through
surface molecules located on, or molecules secreted by, this pathogen [23]. Severdl
antigenic preparations derived from S schenckii have been shown to activate the
immune system and induce the production of several immune mediators when tested
with ex vivo macrophage cultures and splenocytes from animals infected with this
pathogen [24, 25]. In 2012, Sassa et al. [26] observed that macrophages (in the absence
of TLR-4 signaling) increased TGF-f production during mouse sporotrichosis, which
could contribute to the abrogation of inflammatory activation of peritoneal exudate
cells. Another study involving TLR-2-knockout mice demonstrated that macrophages
stimulated with soluble antigens and extracted lipids from S schenckii showed
decreased phagocytosis and production of the mediators TNF-a, IL-1f, IL-10 and IL-12
[27]. In the present study, we observed that PPC was able to efficiency activate
macrophages in animals previously infected with S. schenckii, with a predominance of
alternately activated macrophages observed during the course of infection.

Phenotyping of the PECs showed that the macrophage population expanded over
the course of the infection, reaching the highest levels during the 4™ and 6" weeks post-
infection. This population expansion further reinforces the idea that macrophages are
the primary cells necessary for eliminating this fungus [2]. Macrophages were active
during all studied periods, although the two macrophage populations were more or less
functionally active during different periods. This is the first report of the activation of
M1 and M2 macrophages by ex vivo stimulation with PPC. We observed the presence of

an M2 population, which was principally characterized by an increase in cells



expressing CD206 after infection; the same receptors we used (CD 23 and CD206) were
also employed by Chan et al. [28] to evaluate M2 populations.

NO production contributes to the cytotoxicity of macrophages against different
microorganisms [29], including S. schenckii [25, 30], although NO overproduction may
suppress immunity against fungi, acting through feedback in the Thl response and
causing increased susceptibility of animals to fungal infections [30-33]. Other ways that
macrophages act during the immune response include the production of severa
cytokines that play effector roles and help coordinate the systemic immune response,
such as IL-12. This pro-inflammatory cytokine is responsible, in part, for inducing
adaptive cellular responses and promoting the release of IFN-y by T cells[14].

Classicaly activated macrophages are known to produce pro-inflammatory
cytokines, including high levels of IL-12, and also show marked upregulation of nitric
oxide synthase (NOS2), which is associated with NO production; together, these
processes aid in the destruction of pathogens. In the present study, it was observed that
PPC induced IL-12 production during the 2™ and 4™ weeks post-infection, which was
consistent with increased NO production over the same period. In this context,
increased |L-12 production during early infection demonstrates the participation of M1
macrophages during this period. The presence of this cytokine could enhance the
inflammatory response against S. schenckii during the early stages of infection, as has
been demonstrated for Aspergillus fumigatus [34] and Pneumocystis carinii [35].

On the other hand, aternatively activated macrophages have been associated
with the expression of arginase | and the presence of cells expressing CD206 [36] and
these authors suggest that the participation of this macrophage population may be
associated with defense against Aspergillus fumigatus.

We analyzed arginase-1 activity as well as the production of IL-10 and TFG-$,
which are associated with M2 macrophage populations. Our results show that following
PPC stimulus, the production of these cytokines is increased over the entire course of
infection, and these molecules may act as a regulators of the inflammatory response
that, otherwise, might contribute to immune evasion and establishment of infection by
S schenckii [37]. M2 macrophages induce arginase-1, which metabolizes arginine to
ornithine and polyamines, which are necessary precursors for collagen synthesis and

cellular proliferation [13]. Our results showed a peak in arginase production during the



6™ week after infection and suggest that M2 macrophages become prevalent after the 4™
week of infection.

In conclusion, these results indicate for the first time that M1 and M2
macrophage populations are present during sporotrichosis. These findings contribute to
knowledge concerning the mechanisms involved in the innate immune response to S
schenckii, and they may help development more effective immunotherapies against this

MyCoSis.
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