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RESUMO

A esporotricose € uma micose de distribuicdo universal causada por fungos
termodimérficos do complexo de espécies Sporothrix schenckii (S. schenckii). No
Brasil, a esporotricose & considerada endémica, sendo normalmente adquirida pela
inoculagdo acidental do seu agente causal através da pele ou através da transmissdo
zoondtica por gatos infectados. As formas clinicas podem variar entre cutanea,
linfocutanea e sistémica, esta ultima sendo mais comumente observada em pacientes
imunodeprimidos. A ineficacia do tratamento antifungico contra esta micose,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, tem levado a busca de terapias mais
eficazes e seguras. Com base em varios estudos que mostram a eficiente utilizacdo de
células dendriticas como ferramenta para o desenvolvimento de vacinas contra
diferentes fungos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade protetora de células
dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs) ativadas com as proteinas da superficie
celular de S. schenckii (PSCs) em camundongos infectados com S. schenckii strictu
sensu. As BMDCs foram estimuladas com PSCs e analisadas quanto a expressao
superficial de moléculas co-estimulatorias, bem como a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias. Posteriormente, camundongos sadios foram vacinados com uma ou duas
doses de BMDCs para avaliar a sua imunogenicidade e, por tltimo, foi avaliado o efeito
das BMDCs em camundongos infectados por S. schenckii. Nossos resultados mostram
que as PSCs foram capazes de ativar as BMDCs. A imunizacdo de camundongos
saudaveis com BMDCs estimulados por PSCs induziu uma resposta imune com perfil
Th17, com aumento da frequéncia de células IL-17A+ e da liberacdo de IL-17 e IL-6. J&
a vacinacdo com BMDCs estimuladas com PSCs nos camundongos infectados com S.
schenckii levou a reducéo da carga fangica no baco desses animais, além do aumento da
frequéncia de células Th IL-17+ e Th IFN+ e uma maior secre¢do de IL-10, IL-17 e
IFN-y, induzindo uma resposta Th1/Th17 mista. Como um todo, nossos resultados
mostram que a vacinagdo com BMDCs estimuladas com PSCs foi capaz de conferir
protecdo nos animais vacinados, o que nos leva a crer que é possivel, com os ajustes

adequados, utilizar DCs como ferramenta terapéutica contra a esporotricose.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii, vacina, células dendriticas, células dendriticas

derivadas da medula 6ssea, esporotricose
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a universally distributed mycosis caused by thermodimorphic fungi of
the Sporothrix schenckii (S. schenckii) species complex. In Brazil, sporotrichosis is
considered endemic and is usually acquired by accidental inoculation of its causative
agent through the skin or through zoonotic transmission by infected cats. Clinical forms
may vary between cutaneous, lymphocutaneous and systemic, the latter being more
commonly observed in immunosuppressed patients. The ineffectiveness of antifungal
treatment against this mycosis, especially in immunocompromised patients, has led to
the search for more effective and safe therapies. Based on several studies showing the
efficient use of dendritic cells as a tool for the development of different fungal vaccines,
the aim of this work was to evaluate the protective capacity of bone marrow derived
dendritic cells (BMDCs) activated with cell surface proteins of S. schenckii (SCCWP) in
mice infected with S. schenckii strictu sensu. The BMDCs were stimulated with PSCs
and analyzed for surface expression of costimulatory molecules and the secretion of
proinflammatory cytokines. Subsequently, healthy mice were vaccinated with one or
two doses of BMDCs to assess their immunogenicity, and finally the effect of BMDCs
on S. schenckii infected mice was evaluated. Our results show that the SCCWPs were
able to activate BMDCs. Immunization of healthy mice with ScCWPs-stimulated
BMDCs induced a Th17 profile immune response, with increased Th IL-17A+ cell
frequency and IL-17 and IL-6 release. Vaccination with SCCWPs-stimulated BMDCs in
mice infected with S. schenckii led to a reduction in the fungal load in the spleen of
these animals, as well as increased frequency of Th IL-17+ and Th IFN+ cells and
increased IL-10, IL-17 and IFN-y secretion, inducing a mixed Th1/Th17 response.
Overall, our results show that vaccination with SCCWPs-stimulated BMDCs was able to
provide protection in vaccinated animals, leading us to believe that it is possible, with

appropriate adjustments, to use DCs as a therapeutic tool against sporotrichosis.

Keywords: Sporothrix schenckii, vaccine, dendritic cells, bone-marrow-derived

dendritic cells, sporotrichosis
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1. INTRODUCAO

As infeccOes fungicas causam prejuizos significativos nos seres humanos e sdo
um problema crescente devido ao aumento da utilizacdo de antifungicos de amplo
espectro e terapias imunossupressoras (Veerdonk et al., 2015), as terapias atuais podem
causar diversos efeitos colaterais ao paciente em razdo ao seu longo periodo de
tratamento e alta toxicidade dos farmacos utilizados (Rochette et al., 2003). Por esse
motivo, muitos estudos vém sendo realizadas no intuito de desenvolver vacinas contra
fungos oportunistas e endémicos (Cassone, 2008; Edwards, 2012; Portuondo et al.,
2016; Ueno, 2016; Spech, 2017).

A esporotricose ¢ uma infeccdo subaguda ou cronica causada por fungos
termodimérficos do género Sporothrix. Embora a doenca tenha uma distribuicao
geogréfica cosmopolita, ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais e é
considerada a micose subcutanea mais frequente na América Latina, sendo endémica
(Orofino-costa, 2017). Normalmente, a infeccdo se desenvolve apds a inoculacdo
traumatica de solo contaminado, plantas e matéria organica na pele ou mucosa.
Alternativamente, a infeccdo pode ocorrer por transmissdo zoondtica, que tem sido
principalmente associada com arranhdes ou mordidas de gatos infectados (Rodrigues et
all, 2016).

Para minimizar os danos causados por infec¢es fungicas, o corpo humano
desenvolveu um conjunto de mecanismos de defesa Unicos e sofisticados, nos quais a
imunidade inata do hospedeiro desempenha um papel crucial. As células dendriticas
(DC) constituem a primeira linha defesa em multiplos érgdos (zhi Li et al., 2019) e
fornecem uma ponte essencial entre a imunidade inata e adaptativa, enquanto seus fortes
recursos de ativacdo imune e propriedades adjuvantes naturais as tornam um veiculo
valioso para a entrega de antigenos. Elas estdo envolvidas na vigilancia de varios
patdgenos e danos ao tecido microambiental e possuem caracteristicas especializadas
que lhes permitem capturar, processar e apresentar antigenos com eficiéncia, além de
serem Unicas em seu papel de destaque na ativacdo, polarizacdo e regulacdo das
respostas imunes adaptativas (Srivastava, 2019; Quinello, 2018; Chen, 2016;
Banchereau, 2000).

Muitas proteinas encontradas na parede celular do fungo Sporothrix schenckii (S.
schenckii) sdo importantes indutores de respostas imunes mediadas por anticorpos e

células e, portanto, boas candidatas a estratégias profilaticas e terapéuticas contra a
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esporotricose (Alba-Fierro et al., 2014). Estudos realizados em nosso laboratério
demonstraram que a imunizagdo com DCs estimuladas com leveduras de S. schenckii ou
seu exoantigeno foi capaz de induzir in vitro uma resposta Thl/ Th17 mista (Verdan et
al., 2012), a ultima desde entdo associada com controle da infec¢do por S. schenckii in
vivo (Ferreira et al., 2015). Posteriormente, duas formulacdes de vacina a base de PSCs
de S. schenckii adsorvidas por hidroxido de aluminio foram avaliadas quanto a
imunogenicidade e propriedade protetora em um modelo de camundongo com infeccao
sistémica por S. schenckii, concluindo que ambas as formula¢Ges eram imunogénicas e
capazes de promover a producdo de anticorpos que fornecem protecdo apds a
imunizagdo. (Portuondo et al., 2016). Um ndmero crescente de candidatos a vacina
antifungica estd sendo avaliado em estudos pré-clinicos, como parte do interesse
renovado no uso potencial de vacinas, para reduzir o uso de drogas antifungicas e,
portanto, limitar a resisténcia e a toxicidade da droga (Portuondo et al., 2015).

As DCs sdo atores centrais do sistema imunoldgico que operam na interface da
imunidade inata e adaptativa. As DCs em camundongos e humanos sdo células
profissionais que apresentam antigenos, dotadas da capacidade de estimular células T
naive e, dependendo do subconjunto de DCs e do tipo de estimulo recebido, as DCs
orquestram a natureza das respostas das células T. Ordenados por conjuntos discretos de
fatores de transcricdo, e dependentes do fator de crescimento de DCs flt3-ligante, os
subconjuntos de DCs se desenvolvem a partir de precursores medula 6ssea (BM) que
podem dar origem a DCs convencional (c), aquelas DCs com as habilidades de
apresentacdo de antigeno mais potentes (Macri et al., 2018; Worbs el al., 2017), quando
ativadas, carregadas com antigeno, iniciam a diferenciacdo de células T especificas do
antigeno em células T efetoras que exibem fungdes exclusivas e perfis de citocinas. A
maturacdo de DCs estad associada a uma ampla variedade de alteracbes celulares,
incluindo diminuicdo da atividade de captura de antigenos, aumento da expressdo e
moléculas de MHC classe Il e moléculas co-estimulatorias, aquisicdo de receptores de
quimiocinas que orientam sua migracgdo e a capacidade de secretar diferentes citocinas
que controlam a diferenciacdo de células T (Constantino et al., 2017; Palucka e
Banchereau, 2013).

Com o objetivo de desenvolver estratégias alternativas para a terapia da
esporotricose, determinar a capacidade que as DCs possuem de transportar antigenos é
um ponto de partida promissor (Magalhdes, 2012), devido ao seu papel fundamental no

sistema imunolégico e a capacidade de regular todas as processos relacionados a
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imunidade. Nosso estudo teve como objetivo estudar a interacio de BMDCs
estimuladas com PSCs de S. schenckii com a resposta imune gerada contra o fungo em

um modelo experimental de esporotricose em camundongo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Esporotricose e epidemiologia

A esporotricose € uma infeccdo micdtica causada pelo género Sporothrix
(Chakrabarti, 2015), que pode evoluir na forma subaguda ou cronica com lesdes
nodulares cutaneas ou subcutaneas e, com menor frequéncia disseminada em pessoas
com compromentimento imunologico (Barros et al., 2011).

O S. schenckii foi isolado pela primeira vez em 1896 por Benjamin Schenck,
um estudante de medicina do Hospital Johns Hopkins em Baltimore, onde relatou um
paciente de 36 anos, masculino, apresentando lesdes na mao e braco direito. O
isolado, obtido a partir do abcesso do paciente, em seguida, foi estudado pelo
micologista Erwin Smith, que concluiu que o fungo pertencia ao género Sporotrichum
(Barros et al., 2011; Carlos e Batista-Duharte, 2015).

A infeccdo em humanos é geralmente adquirida pela inoculacéo traumatica do
agente na pele, por meio do contato com solos e objetos contaminados ou por
arranhadura, mordedura ou contato direto com lesdes de gatos infectados e menos
comumente, pela inalacdo de esporos (La Hoz et al., 2012; Rodrigues et al., 2013;
Oliveira et al., 2014; Chakrabarti et al., 2015; Rodrigues, 2016). Até surgir a
transmissdao zoonotica, o contagio se dava pelo contato humano com o fungo, e era
associado a ocupagfes profissionais como jardinagem, agricultura, pecuaria e
veterinaria estdo mais associadas a infeccdo (Marimon et al., 2007; Ramos-e-Silva et
al., 2007; Cruz, 2013; Chakrabarti et al., 2015). Epidemias recentes, porém,
demonstraram o potencial zoondtico da doenca, associando o gato doméstico como a
principal fonte de infecgdo.Em humanos, casos graves de esporotricose sao raros, mas
no gato domeéstico o quadro clinico é bastante diverso, podendo apresentar formas
sistémicas fatais. Embora haja descricdo de outros animais como possiveis
transmissores da doenca, nenhum deles apresenta um potencial zoondtico importante
como o do gato (Gremido, 2017).

O S. schenckii pode ser encontrado em quase todo o mundo (Figura 1), porém
as regides tropicais e subtropicais com alta temperatura e umidade exibem a maior
incidéncia, principalmente na América Latina, Japdo, india, Africa do Sul, China e
Maléasia (Carrada-Bravo e Olveras-Macias, 2013; Bonifaz e Veldzquez, 2010; La
Hoz; Baddley, 2012: Zhao et al., 2015; Carlos & Batista-Duharte, 2015). Mais
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especificamente, entre as diferentes espécies de Sporothrix, o S. globosa tem sido
relatado em varios paises com uma frequéncia muito baixa, sendo prevalente na Asia,
embora sua baixa diversidade genética possa sugerir uma associagcdo com outra fonte
de infeccdo ambiental. O S. brasiliensis é descrito como uma espécie altamente
virulenta em surtos epidémicos tanto para humanos quanto para gatos, sendo
predominante no sul e sudeste do Brasil. Outra espécie patogénica, S. luriei, foi
isolada em apenas quatro casos na Africa do Sul, Italia, Espanha e india e de um caso
de esporotricose canina. Uma espécie que foi recentemente posicionada no ranking de
espécies com base em suas caracteristicas fenotipicas e analise de sequéncia
multilocus forai a S. mexicana que tem foi isolada em um caso clinico em Portugal,
trés casos no Brasil, e de material vegetal e de solo no México. Finalmente, devemos
mencionar S. pallida, relatada como causadora de ceratite fungica em uma Ulcera
corneana de um caso humano de onicomicose. A S. pallida foi isolada no ambiente e
atualmente é sindbnimo de S. albicans (Carlos e Batista-Duharte, 2015; Alba-Fierro et
al., 2016).

« Sporothrix sensu stricto « Sporothrix mexicana Sporothrix lurei

« Sporothrix brasiliensis » Sporothrix globosa

Figura 1. Distribuicdo mundial de casos de esporotricose. Fonte: Carlos e Batista-Duharte,
2015.
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Desde o primeiro caso de esporotricose humana descrita em 1907 por Lutz e
Splendore vem ocorrendo um aumento consideravel dos casos clinicos. No Brasil, a
transmissdo zoonotica da esporotricose por gatos atingiu propor¢oes epidémicas como
em nenhum outro lugar e tendo sido reportada de forma crescente ao longo das
altimas décadas (Rodrigues et al., 2013), acometendo regides com dificuldades
socioeconbémicas e ambientais, envolvendo a transmissdo por gatos infectados
(Schubach et al., 2008; Barros et al, 2010; Ramos-e-Silva et al., 2012; Chakrabarti et
al., 2015). Duas espécies patogénicas tém sido associadas as areas endémicas: S.
schenckii e S. brasiliensis (Castro et al., 2013). Casos de esporotricose ja foram
relatados nos Estados do Rio de Janeiro (Pereira et al., 2014), Sdo Paulo (Montenegro
et al., 2014), Rio Grande do Sul (Madrid, 2010; Rodrigues et al., 2014), Minas Gerais
(Rodrigues et al., 2013; Rodrigues et al., 2014) e Espirito Santo (Oliveira et al.,
2013), vale ressaltar que Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo séo estados que
fazem divisa com o Rio de Janeiro.

Na cidade do Rio de Janeiro, a doenga tem assumido proporcdes epidémicas
alarmantes (Rodrigues et al., 2013). A sua grande incidéncia levou a Secretaria
Estadual de Salde deste estado a incluir a esporotricose na lista de doencas de
notificacdo compulséria (publicado no Diario oficial da Unido em 16 de julho de
2013), no entanto até o momento ndo é possivel conhecer a real incidéncia ou
dimensionar a endemia desta doenca nesse estado (Martin, 2014). O risco de contrair
a infeccdo é ainda maior devido ao fato de o gato ser a principal fonte de infeccdo do
fungo, estando vinculado aproximadamente a 91% dos casos de esporotricose em
humanos (Cruz, 2013; Freitas et al., 2010, Freitas et al., 2014). A primeira epidemia,
de cunho zoondtico, no Brasil, foi descrita neste estado a partir do final da década de
1990, e vem se perpetuando ao longo dos anos. Deste modo, 0 municipio do Rio de
Janeiro é considerado o epicentro da esporotricose felina no Brasil. Entre 0s anos
1998 e 2009 o IPEC/Fiocruz diagnosticou a esporotricose em aproximadamente 2200
seres humanos e 3244 gatos. A Clinica Labovet, com sede no Rio de Janeiro, no
periodo 2005 a 2012 analisando por meio de citologia e cultivo de 741 materiais
coletados da superficie de lesbes cutaneas ulceradas de gatos, identificou a presenca
de S. schenckii em 325 amostras, perfazendo 43,86 % do total (Cruz, 2013). Entre os

anos de 2013 e 2014, a Secretaria de Estado de Salde do Rio de Janeiro analisando o
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banco de Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN/RJ), confirmou 830
novos casos, 0 que evidencia 0 aumento progressivo da incidéncia (Ministério da
Saude, 2014). Durante o periodo de 2015 a 2017 observa-se uma média de 1.097
casos notificados suspeitos de Esporotricose no estado do Rio de Janeiro, com
percentuais de confirmacao acima de 60%. No inicio do ano de 2018, até 18 de maio,
foram notificados 319 casos suspeitos com um percentual de confirmacéo de 68,7%
(Tabela 1). Destacam-se 0s percentuais elevados de confirmagéo da doenga, podendo
justificar-se tanto por uma facilidade de confirmacdo dos casos através da historia
clinica e epidemioldgica dos pacientes quanto por uma maior sensibilidade para a

notificagcdo dos casos ja confirmados da doenca (Ministério da Saude, 2018).

Tabela 1 - Casos notificados suspeitos de Esporotricose, segundo classificacdo final e
ano de inicio de sintomas, Estado do Rio de Janeiro, anos 2015, 2016, 2017 e 2018*

. Casos Confirmados Casos Descartados Casos Ignorados/Branco Total de Casos
Esporotricose . )
N % N % N % Notificados Suspeitos
2015 732 67.3 30 2.5 335 30,2 1177
2016 1124 75,7 21 1,4 340 22,9 1485
2017 1375 79,0 22 1.3 344 19,8 1741
2018* 219 68,7 1 0,3 99 31,0 319

*2018: até 18 de maio.

Fonte: SINAN, GDTVZ, SES/RJ, dados atualizados em 18 de maio de 2018.

A anélise dos casos confirmados entre 2015 e 2018 aponta para uma maior
ocorréncia da doenca em pessoas do sexo feminino: acima de 60% dos casos;
podendo refletir um comportamento feminino de maior proximidade com os gatos
e, portanto, maior risco de exposicdo a doenca (Grafico 1) (Ministério da Saude,
2018).

24



Gréfico 1 - Frequéncia (%) de casos confirmados de Esporotricose, segundo sexo
e ano de inicio de sintomas, Estado do Rio de Janeiro, anos 2015, 2016, 2017 e
2018*.

70,0 B9

64,4

B MASCULND

HFEMININDG

Percentual de Casos Confirmados segundo Sexo

2015 2016 2017 2018
Ano de Inicio de Sintomas

*2018: até 18 de maio.
Fonte: SINAN, GDTVZ, SES/RJ, dados atualizados em 18 de maio de 2018.

Neste estado, o atendimento publico veterinario e o fornecimento gratuito do
tratamento aos animais doentes eram realizados somente pelo INI/FIOCRUZ, que nao
consegue atender toda a demanda de casos envolvidos na epidemia. Apds 2013, o
Instituto Municipal de Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman e 0 CCZ do municipio do
Rio de Janeiro comegaram a distribuicdo de medicamentos para tratamento em felinos
acometidos pela esporotricose. Infelizmente, mesmo com a assisténcia provida, o
abandono ao tratamento é frequente nos casos de esporotricose felina, representando
um importante obstaculo no controle da doenca (Pereira, 2014).

Nas ultimas décadas, no estado de S&o Paulo foi relatado um numero basal de
casos de esporotricose, quase sempre sem relagdo com a transmissdo zoondtica
relacionada aos gatos (Rodrigues et al., 2014; Borges et al., 2013). Porém desde 2011,
0 numero de casos de esporotricose vem crescendo nesse estado e em dois municipios
vizinhos (Diadema e Guarulhos), os casos confirmados chegam a quase 200 em 2013
(Montenegro Freitas et al., 2014). Em decorréncia do crescente nimero de casos

confirmados de esporotricose em humanos e gatos no Municipio de Guarulhos, a
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doenca ganhou o status de “notificacio compulséria” pela portaria n®. 064/2016,
publicado no Diario Oficial do Municipio em 27 de Julho de 2016. O objetivo desta
portaria visa que os servicos de clinicas veterinarias notifiguem o Centro de Controle
de Zoonoses o maior nimero de casos suspeitos felinos com esporotricose, auxiliando
no mapeamento e distribuicdo da doencabem como no planejamento de medidas de
controle. Os casos em seres humanos devem ser comunicados a Vigilancia
Epidemiologica Municipal.

A esporotricose também tem sido encontrada em Minas Gerais e no estado do
Rio Grande do Sul, porém em menor proporcao (Barros et al., 2013). Atualmente esta
doenca é a micose subcutanea mais importante que afeta os animais no estado de Sao
Paulo. Em um estudo retrospectivo realizado no Servico de Dermatologia de um
hospital veterinario do estado de Sdo Paulo entre janeiro de 1993 e dezembro de 2011
foi constatado que o gato, a excecdo dos cdes, foram os responsaveis por 45,9% da
infeccdo nos humanos e animais que com ele coabitavam (Rossi et al., 2013). Em
outro estudo mais recente, entre 0 més de marco de 2011 a abril de 2014 foi
identificado um aumento consideravel de casos de esporotricose felina nas cidades de
Itaquera e Itaim Paulista, com 83 e 56 casos respectivamente (Montenegro et al.,
2014).

2.2. O fungo Sporothrix schenckii

As espécies do género Sporothrix, pertencem a Divisdo Ascomycota, classe
Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e familia Ophiostomataceae (Romeo e
Criseo, 2013). Por muito tempo pensou-se que o fungo S. schenckii era o Unico agente
etiolégico da esporotricose (Barros et al., 2011; Carrada-Bravo et al., 2013), porém
sobre a base de estudos de sequenciamento do gene da calmodulina, caracteristicas
nutricionais (como assimilacédo de diferentes fontes de carbono) e fenotipicas (como
didmetro das coldnias e morfologia dos conidios) em distintos meios de cultura e
velocidade de crescimento a diferentes temperaturas, a espécie S. schenckii passou a
ser reconhecida como um complexo de espécies cripticas, das quais sdo de interesse
clinico: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix
schenckii sensu stricto, Sporothrix mexicana e Sporothrix pallida (Marimon et al.,

2006; Marimon et al., 2007; Castro et al., 2013). Mais recentemente, foi proposta
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uma nova espécie, o Sporothrix chilensis sp. (Rodrigues et al., 2015). Essas espécies
estdo hoje organizadas em diferentes grupos ou Clades (Figura 2), a saber S.
brasiliensis (Clade 1), S. schenckii sensu stricto (Clade Ila e Clade 1lb), S. globosa
(Clade II1), e S. luriei (Clade VI), S. mexicana (Clade IV) e S. pallida (Clade V)
(Rodrigues et al., 2013).

100 CBS 132990 O S. brasiliensis
IPEC 22496.4 M S. brasiliensis

() Feline sporotrichosis

B Human sporotrichosis CBS 120339' M S. brasiliensis

© Environmental strain 109,y CBS 359.36" M S. schenckii
100 | UTHSC 04-1064 W S. schenckii Clinical
9| Ss143 W S. schenckii clade

104| FMR 8717 B S. schenckii
93, M FMR 8606 M S. schenckii
FMR 8607 B S. schenckii
CBS 132922 M S. globosa
e NBRC 6072 M S. globosa
100, CBS130104 M S. globosa
CBS 132925 B S. globosa
CBS 120340" B S. globosa
85 CBS 130116 M S. globosa
ATCC 18616" B S. Juriei
_{100 CBS 139.51 © S. stenoceras
o CBS 146.71 O S. stenoceras
CMW1118 O S. gossypinum
100" CMW17163 O S. curviconia
CMW22310 © S. abietinum
CMW10563 O S. lunatum
CMW7131 O S. fusiforme
83 CMW9968 © S. fusiforme
100/ CBS 302.73" © S. pallida
BG O S. pallida

o 'CBS 1111100 S. pallida Environmental . ¢
100, CBS 139891" M S. chilensis clade =
100, CBS 139890 © S. chilensis
CBS 120341"© S. mexicana
100l CBS 132927 M S. mexicana -
CBS 120342 © S. mexicana . *

100, CBS 124561 @ S. brunneoviolacea
_9“| 'CBS 101570 © S. brunneoviolacea

Kt CBS 119147 O S. lignivora

Figura 2. Relagdes filogenéticas entre os membros das Clades — espécies clinicas e
ambientais do Complexo Sporothrix com base nas sequéncias de calmodulina (exdo 3-5).
Disponivel no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Orofino-Costa et al.,
2017).

S. schenckii € um fungo sapréfita, podendo ser encontrado no solo, plantas e
materiais organicos em decomposicdo. No meio ambiente este microrganismo pode
potencializar a sua viruléncia conforme sua exposicdo a fatores adversos, ou seja,
contaminantes fisicos, quimicos ou biol6gicos (Téllez et al., 2014). Por ser um fungo
termo-dimorfico, a temperatura € um fator determinante da sua morfologia e o tempo do

seu cultivo pode influenciar e induzir mudangas na composi¢do da parede celular,
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causando uma diminuicédo da viruléncia (Fernandes et al., 2013). Em temperaturas que
variam de 25 a 30°C o fungo cresce na forma miceliar, desenvolvendo rapidamente
colbnias de coloragdo cinza com hifas aéreas curtas. A analise microscopica mostra
micélio fino, ramificado, hialino e septado com formacdo de esporos assexuados
(conidios) que estdo localizados em ambos os lados das hifas formando rosetas no final.
Quando cultivado a 37°C, S. schenckii assume a forma leveduriforme, com elementos
unicelulares em forma de “charuto” (Almeida-Paes et al., 2009; Ramos-e-Silva et al.,
2012). Assim, na natureza o fungo normalmente apresenta- se na forma miceliar e,
quando instalado no hospedeiro, através de lesbes cutdneas causadas por plantas ou
animais contaminados, 0 mesmo converte-se para sua forma de levedura (Ldpez-
Romero et al., 2011). A transi¢do induzida é uma importante adaptacdo morfoldgica
para a infeccdo em mamiferos viruléncia (Orofino-Costa et al., 2017).

Os fatores de viruléncia sdo elementos constitutivos ou induziveis em
determinados microrganismos que tem uma funcdo importante na colonizagéo e invasédo
do patégeno no hospedeiro e determinam a patogenicidade. Existem evidéncias de que
muitos destes fatores mudam dependendo das caracteristicas do patdgeno, das
condicdes estressantes do meio ambiente e das defesas do hospedeiro, fenémeno
conhecido como “dual effect” (Casadeval et al., 2003; Téllez et al., 2014; Orofino-
Costa et al., 2017).

2.3. Manifestacdes clinicas

De modo geral, a rota de infecgéo, a viruléncia da cepa e fundamentalmente o
estado imunolégico do hospedeiro, influenciam no aparecimento das manifestaces
clinicas identificadas na esporotricose (Fernandes et al., 2013). Uma vez que o fungo
penetra no organismo, ele pode permanecer restrito ao local da inoculagdo gerando a
formac&o de nédulos pequenos que podem ulcerar dando origem a forma cutanea fixa -
aparecendo entre duas a quatro semanas ap0s 0 trauma ou ainda pode se disseminar
pelos linfonodos adjacentes desenvolvendo diferentes nédulos ao longo dos canais
linfaticos, para cima ou para baixo dependendo do local anatémico, podendo supurar,
ulcerar e drenar pus correspondendo a forma linfocutanea- apdés algumas semanas
(Vasquez-del-Mercado et al., 2012), a qual é responsavel por 70-80 % dos casos
cutaneos de esporotricose (Vikram et al., 2014). Posteriormente, esses nédulos podem

ulcerar, fistular e curar, caracterizando uma goma (Figuras 3A e 3B). A forma cutanea

28



fixa consiste em uma Unica lesdo, geralmente semelhante ao cancer de inoculacdo, sem
disseminacdo linfatica regional (Figura 3C). Em algumas ocasides, a doenca pode
aparecer como Ulceras maiores, com bordas bem definidas e emolduradas, ou lesdes
eritematosas, escamosas, papulopustulares, vegetativas, infiltrativas ou crocantes
(Figuras 3D-3F). Alguns pacientes apresentam multiplas lesdes cutaneas
disseminadas no tegumento, sem invasdo sistémica e aparéncia polimdrfica, todas

surgindo ao mesmo tempo. Em geral, esses pacientes sdo individuos

imunocompetentes que descrevem ter multiplos traumas (Orofino-Costa et al., 2017).

Figuras 3. Manifestac@es clinicas. A. Forma linfocutanea em adultos (linfangite ascendente); B.
forma linfocutanea no rosto de uma crianga (linfangite descendente); C. forma cuténea fixa nas
costas da méo; Forma sistémica D, E, F. com lesdes cutaneas disseminadas em paciente com
AIDS (Orofino-Costa et al., 2017).

Embora qualquer membrana mucosa possa ser afetada pela esporotricose, a mucosa
ocular é mais comumente envolvida, causando conjuntivite, episclerite, uveite, coroidite
e lesBes retrobulbares, entre outras (Kurosawa et al., 1988; Curi et al., 2003) (Figura 4).
Quando o ducto lacrimal é afetado, a dacriocistite pode ocorrem como sequelas (Freitas
et al., 2014; de Macedo et al., 2015). As lesdes retrobulbares, como a coriorretinite,
estdo mais frequentemente relacionadas a disseminagdo hematogénica, e as lesbes
anteriores estdo associadas a inoculagdo fangica. O acometimento simultdneo da

mucosa ocular e dos linfonodos regionais ndo é raro e € uma das causas da sindrome de
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Parinaud (Ferreira et al., 2014).

Figura 4. Conjuntivite granulomatosa do olho direito (Yamagata et al., 2017).

Ocasionalmente, o fungo pode disseminar-se por via hematogénica, atingindo os
ossos e articulagdes. A doenca pulmonar pela inalacdo de conidios é rara sendo
caracterizada por tosse, febre baixa, perda de peso, linfadenite mediastinal, cavitacao,
fibrose e outros sinais clinicos que lembram a tuberculose (Vikram et al., 2014). As
formas mais graves da esporotricose tém sido associadas a pacientes alcodlatras,
transplantados de 6rgdos, individuos sob corticoterapia e em pacientes infectados com
0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Yelverton et al., 2006), o0 que sugere que 0

S. schenckii € um patdgeno oportunista emergente ( Freitas et al, 2011, 2014).

2.4. Mecanismos envolvidos na resposta imune contra S. schenckii

A resposta imune contra os fungos requer uma adequada colaboragdo entre o
sistema imune inato e adaptativo e estas parecem ser desencadeadas por diferentes
tipos de antigenos obtidos do fungo S. schenckii (Carlos et al., 1992, 1994, 1999,
2003, 2009; 2015; Maia et al., 2006; Sassa et al., 2009, 2012; Fortino et al., 2012;
Alegranci et al., 2013; Negrini et al., 2013, 2014). A resposta imune é desencadeada
pelo reconhecimento de patégenos através de receptores expressos pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs — células dendriticas, mondcitos/macréfagos e
linfécitos B imaturos), os quais podem estar localizados na superficie celular ou em
compartimentos intracelulares. Esses receptores sdo denominados receptores de
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reconhecimento de padrdes (PRRS) e reconhecem padrées moleculares associados aos
patégenos (PAMPs) encontrados em uma ampla variedade de microrganismos.
Possuem, portanto, a capacidade de discriminar entre 0s microrganismos e o proprio
(Banchereau e Steinman, 1998; Aderem e Underhill, 1999; Janeway e Medzhitov,
2002; Akira et al., 2006).

Os PAMPs presentes no fungo, como os carboidratos (B-glucanas),
glicoproteinas (mananas), acidos nucléicos (DNA e RNA), glicolipideos
(lipopolissacarideos), peptidoglicano, lipoproteinas e outros, sdo reconhecidos pelo
menos por um dos receptores presentes dentre as quatro grandes familias de PRRs
(“Pattern Recognition Receptors”), que operam de forma cooperativa para reconhecer
patdgenos e sinais de stress produzidos pelas células durante infeccdo ou injuria
celular: 1) receptores de lectina C (CLRs), como Dectina- 1 e Dectina- 2, “DC-
specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin” (DC-SIGN), mincle
e receptor de manose; 2) receptores semelhantes a NOD (dominio de oligomerizacéo e
ligagdo de nucleotideo), como o inflamassomo NALP3; 3) receptores scavenger (CD5
e CD36) e 4) fundamentalmente a familia de receptores parecido a “Toll-like” (TLR),
considerada a maior classe de reconhecimento inato em vertebrados (Netea et al.,
2006; Levitz, 2010, Romani, 2011; Jellmayer et al., 2017). Por outro lado as
opsoninas, como as imunoglobulinas, colectinas e componentes do complemento
(C3bi) aumentam o repertério de reconhecimento antigénico favorecendo a
internalizacdo e morte dos microrganismos pelos macrofagos (Stuart e Ezekowitz,
2005). A ativagdo dos PRRs desencadeia uma cascata de eventos intracelulares
produzindo a ativacdo de moléculas co-estimulatérias como CD40, CD80 e CD86 nas
APCs e a produgdo de IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12 (Lahiri et al., 2008) e quimiocinas,
cuja funcdo é modular a reposta antifingica (Goodridge e Underhill, 2007).

Na grande familia dos Toll-like receptors (TLRs), estudos em nosso
laboratério demonstraram na esporotricose que macrofagos de animais C3H/HeJ
infectados (com mutacdo pontual natural no gene TLR-4) foram deficientes na producéo
de H,0O,, IL-1B e IL-6 ex vivo, em resposta a liberagdo aos extratos lipidos quando
comparados com animais HePas/C3H, competentes para esse receptor (Carlos et al.,
2009; Sassa et al. 2012). O envolvimento dos receptores TLR-2 também ja foi
comprovado em estudos prévios, nos quais, animais “Knockout” para esse receptor
tiveram menor porcentagem de leveduras internalizadas por macréfagos e diminuicéo

na producédo das citocinas TNF-a, IL-1p , IL-12 e IL-10 quando comparados com 0s
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animais portadores do receptor (Negrini et al. 2013). Na sequéncia, outro estudo
demonstrou que a auséncia de TLR-2 interferiu na producdo de mediadores pro-
inflamatorios e NO, e que a producdo de IL-17 foi independente desse receptor,
levando-nos a concluséo de que a auséncia de resposta Thl em animais “Knockout” foi
concomitante com a producao de IL-17, sugerindo que o receptor TLR-2 interfere com
0 curso da infecgéo induzida pelo fungo S. schenckii (Negrini et al., 2014). Em relacdo
aos NLRs, em estudo prévio, Gongalves et al. 2015, mostraram a importancia da
interacdo entre caspase-1 e as citocinas IL-1p e IL-18 na defesa do hospedeiro contra a
infeccdo por S. schenckii, pois a diminuicéo da atividade de caspase-1 foi acompanhada
pela secre¢do reduzida dessas citocinas, sugerindo uma participacdo do inflamassoma
na esporotricose. Curiosamente, essa reducao transitoria da atividade das caspase-1
ocorreu em um periodo de tempo que segue de perto o periodo de aumento da carga
fangica e imunossupressdo relatado antes em modelos semelhantes (Carlos et al. 2009).
Dentre os receptores de lectinas tipo C ndo cléssicas (CLRs), encontramos a Dectina-1
(Rappleye et al., 2007), que reconhece a B-glucana nas paredes celulares de fungos, e é
um receptor crucial para a imunidade protetora contra os agentes fungicos patogénicos.
A interacdo das B-glucanas com a dectina-1 expressa em mondcitos aumentam a
fagocitose das leveduras de S. schenckii, produzem espécies reativas de oxigénio, tais
como, NO, H,0, e sintetizam citocinas IL-10, TNF-a e IL-1p, sugerindo que o receptor
Dectina-1 pode participar no reconhecimento do S. schenckii (Jellmayer et al., 2017).
Tradicionalmente, a resposta imune Thl, produtoras de IFN-y e IL-12 tem sido
considerada essencial para conferir imunidade protetora contra fungos, enquanto que as
respostas Th2 mediadas pela IL-4 e IL-5 levam ao aumento da suscetibilidade a
infeccdo por esses patdgenos (Antachopoulos e Roilides, 2005). J& foi demonstrado o
desenvolvimento de resposta imune celular durante a infeccdo murina por S. schenckii
(Carlos et al,. 1992) e, posteriormente que as respostas Thl e Th2 sdo induzidas de
modo antigeno-especifico contra componentes da parede celular desse fungo (Maia et
al., 2006). Células com padrdo Th17 compreendem um novo subtipo de célula T que
possuem um papel emergente na imunidade adaptativa para uma variedade de fungos
(Romani,2011), incluindo S. schenckii, conforme demonstrado recentemente em
camundongos infectados com este fungo que conseguiram eliminar a infeccdo no
periodo de 20 dias caracterizada pela alta producdo da citocina IL-17 (Ferreira et al.,
2015), confirmando o papel relevante deste subtipo celular na defesa contra S.

schenckii. A resposta imune humoral, na dependéncia da quantidade e qualidade dos
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anticorpos, pode proteger o hospedeiro contra as infeccbes fangicas de diferentes
formas, seja prevenindo a aderéncia, a neutralizacdo de toxinas, opsonizando para
favorecer o processo de fagocitose ou mediando a citotoxicidade celular dependente do
complemento (Pérez et al.,2013). Essas observac6es tém sido suportadas por diferentes
estudos; por exemplo, na identificagdo de anticorpos protetores e ndo protetores na
infeccdo induzida por Cryptococcus neoformans e Candida albicans, indicando que a
resposta imune humoral contra os fungos pode gerar anticorpos de variada eficacia
(Blanco e Garcia, 2008; Edwards, 2012). No caso de S. schenckii foi demonstrado que
animais tratados com um anticorpo monoclonal contra a gp70 antes e depois da infec¢éo
com o fungo foram capazes de induzir protecdo, evidenciado pela diminui¢do na carga
fangica no baco e o figado (Nascimento et al., 2008).

Na infeccdo por S. schenckii ocorre uma depressao caracteristica da resposta
imune celular durante a fase aguda da infeccdo em modelo murino de esporotricose
sistémica (Carlos et al., 1992; 1994; 2009). Em modelo experimental a reacdo de
hipersensibilidade tardia (in vivo) e o teste de transformacdo linfocitaria (in vitro)
mostraram que a resposta imune celular desses animais esta deprimida entre a 4%e a 6°
semanas de infeccdo, quando as células do baco destes animais foram estimuladas com
um antigeno soltvel obtido a partir do fungo em sua forma leveduriforme (Carlos et al.,
1994). Neste periodo também se p6de observar um aumento na multiplicagdo fungica
no figado e bagco dos camundongos infectados. Essa depressdo na imunidade
freglientemente indica um agravamento da infec¢do, com maior comprometimento do
hospedeiro (Carlos et al., 1992, Carlos et al., 1999; Carlos et al., 2015). Esta deficiéncia
na imunidade celular em camundongos infectados pelo S. schenckii pode em parte, ser
devida a geracdo anormal de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral o (TNF-a)
pelos macréfagos ativados, prejudicando assim a amplificacdo da resposta imune
(Carlos et al., 1994).

2.5. Aspectos terapéuticos e limitacoes

A escolha do tratamento antifingico para controlar esta doenga, esta
relacionada ao tipo de manifestacéo clinica desenvolvida pelo paciente. O tratamento
da esporotricose pode ser dificil principalmente devido as complicaces do paciente
em razdo do longo periodo de tratamento e da alta toxicidade do farmaco utilizado

(Rochette et al., 2003). Segundo as recomendagdes atuais o itraconazol é um farmaco
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de amplo espectro de acdo nas micoses superficiais e sistémicas e efeitos toxicos
bastante reduzidos. Este antifingico inibe a enzima citocromo P450 lanosterol 14a-
demetilase que converte lanosterol para o ergosterol, o principal esterol na parede
celular fungica (Mahajan et al., 2014). Entretanto, o itraconazol é considerado o
farmaco de escolha para o tratamento da esporotricose nas formas cutanea e
linfocutanea em humanos e pequenos animais (Rochette et al., 2003; Guterres et al.,
2014).

O iodeto de potassio, o qual tem preco mais acessivel e tem sido usado nos
paises desenvolvidos com grande sucesso nas formas cutaneas da esporotricose,
também tem mostrado sérias limitacBes, atribuidas ao desconhecimento do seu
mecanismo de acao e a alta frequéncia de reacGes adversas, como alergias, edema
pulmonar, angioderma, mialgia, linfadenopatia, urticaria, vasculite, psoriase pustular,
acidose metabdlica e iododerma, lacrimejamento, expectoracdo abundante, coriza,
espirros, insdnia e problemas tireoidianos (Silva e Pereira, 2009). O fluconazol, sendo
parte do grupo dos azdis como o itraconazol, devido a menor eficacia é utilizado
apenas como uma opcao terapéutica de segunda linha (Francesconi et al., 2009).

A terbinafina € pertencente ao grupo das alilaminas, outro farmaco alternativo
ao itraconazol para o tratamento de formas menos agressivas da esporotricose devido
a sua baixa ligacdo (aproximadamente 5%) com o sistema enzimatico P450,
diminuindo a probabilidade de interagir com outros farmacos metabolizados por este
sistema, como foi explicado anteriormente, no entanto ainda ndo ha consenso sobre a
dose e a duracdo do tratamento (Chapman et al., 2004, Kauffman et al., 2007,
Francesconi et al., 2009).

A anfotericina B lipossomal e desoxicolato sdo os farmacos de escolha junto
com o itraconazol para o tratamento de formas graves da esporotricose, tais como a
osteoarticular, pulmonar, meningeal e disseminada (Kauffman et al., 2007) que
ocorrem geralmente em pacientes HIV positivos. A terapia com as diferentes formas
farmacéuticas de anfotericina B nos pacientes imunodeprimidos é dificil devido as
reacbes adversas como a hipocalemia, hipomagnesemia, anemia normocitica e
principalmente nefrotoxicidade (Vikram et al., 2014).

Resumidamente, as principais limitacfes das opcdes terapéuticas sdo: a longa
duracdo do tratamento associada com um aumento da resisténcia aos farmacos
antifungicos e toxicidade, as interacfes com outros farmacos, o custo excessivo do

tratamento especialmente em pacientes imunocomprometidos que sofrem a forma
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disseminada da esporotricose. Além dos efeitos colaterais como nauseas, vomitos,
dores abdominais, diarréia, dores de cabeca, alopecia leve, hepatotoxicidade e
aumento da bilirrubina e transaminases (Cunha-Azevedo et al., 2011).

Diversas ferramentas para o0 tratamento da esporotricose encontram-se
disponiveis, porém as terapias atuais podem causar diversos efeitos colaterais aos
doentes, tornando-se cada vez mais importante a busca de novos métodos terapéuticos
que visem resultados menos toxicos e que propiciem a reducdo do tempo de tratamento.
Nos ultimos anos, muitos estudos vém sendo realizados no intuito de desenvolver
vacinas para infeccdes fungicas oportunistas e endémicas, uma variedade de proteinas
da parede celular de muitos fungos patogénicos diferentes foram avaliadas quanto a sua
imunogenicidade, seguranca e potencial de protecdo (Edwards, 2012). Visando
estratégias alternativas para o tratamento da esporotricose, torna-se relevante avaliar a

acao das células dendriticas como tratamento dessa doenca.

2.6. Células dendriticas (DCs)

Um dos componentes da resposta imune inata muito importante para o
desenvolvimento da resposta adaptativa sdo as DCs, que estdo presentes em todos 0s
tecidos periféricos e acumulam-se nos locais de entrada dos agentes patogénicos. Estas
células sdo especializadas em ligar as respostas imunes inatas e adaptativas (Kusuhara
et al., 2014), por este motivo apresenta maior capacidade de decifrar as informagdes
associadas a infeccbes na pele e tecidos subcutaneos, e traduzi-las através de
mecanismos que partem do reconhecimento especifico do microrganismo através de
seus receptores (TLR), transmissao das informacdes as células T e, como consequéncia,
desencadear respostas imunes especificas; além da contencdo das respostas
inflamatdrias através da inducdo da tolerdncia pelas células T reguladoras (Treg)
(Perruccio et al., 2004; Bozza et al., 2004; Gulubova et al., 2012).

Sao conhecidas atualmente duas classes de DCs: plasmocitdides, uma linhagem
distinta que produz grande quantidade de IFN-o, principalmente em resposta a uma
infeccdo viral (Bruno et. al, 2014); e miel6ides, que sdo as células que participam
diretamente na apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T naive (Altfeld et. al,.
2011).

As DCs possuem a capacidade de capturar e processar moléculas antigénicas
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e/ou microrganismos infecciosos, por esse motivo agem como sentinelas do sistema
imunologico e tem um papel central na geracdo da imunidade antifungica (de Jong et
al., 2005). Sua interacdo com os patdgenos contribui para diferentes tipos de imunidade
adaptativa e as citocinas especificas expressas por ela dependem da estimulacdo por
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) e/ou aos padrées moleculares
associados a danos (DAMPSs), por esse motivo as DCs podem estimular uma resposta
imune em uma direcéo especifica, como Thl, Th2, Th17 ou Treg (Wculek et al., 2019;
Song et al., 2018).

A resposta imune antifingica gerada pelas DCs inicia-se pelo reconhecimento do
fungo, internalizacdo e processamento do mesmo no vacutolo citoplasmatico gerando,
em seguida, o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il ligado ao
peptideo processado que serd apresentado na superficie da célula dendritica as células T
(Ramachandra et al., 1999). Sua maturacdo é induzidas e/ou reguladas por diversos
fatores. Seu estado de ativacdo e maturacdo é definido pela reduzida capacidade de
processamento do antigeno, pelos altos niveis de MHC, altos niveis de moléculas co-
estimuladoras como CD80, CD86 e CD40, além da producéo de citocinas, permitindo
assim a interacdo com células T e diferenciacdo e expansdo clonal dessas células
(Banchereau et al., 2000; Joffre et al. 2009; Gulubova et al., 2012). Apo6s a estimulacdo
do sistema imunoldgico, é essencial que as células T sejam ativadas para uma
eliminacdo e desenvolvimento bem-sucedidos da imunidade protetora contra fungos. As
citocinas especificas expressas pelas células APCs como DCs e macrofagos sdo cruciais
para a diferenciacdo de células T CD4 + (LeidbundGut-Landmann et al. 2012, Rohatgi
& Pirofski 2015) nos subtipos Thl ou Th17, que uma vez ativados produzem citocinas
pro-inflamatorias como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa e
interleucina (IL) 17/22 (Wuthrich et al. 2012).

Embora o papel das células dendriticas na resposta ao fungo S. schenckii néo
esteja completamente elucidado, estudos prévios em nosso laboratério demonstraram
que, o reconhecimento de S. schenckii por células dendriticas (DCs) leva ao
desenvolvimento de uma resposta Th1/Th17 in vitro (Verdan et al., 2012), além de
induzir o desenvolvimento de células Th17 e Th1/Th1l7 mistas in vivo, assim como a
liberacdo antigeno-especifica de IL-17 e IL-22 ex vivo (Ferreira et al., 2015). Devido as
suas funcles, as celulas dendriticas sdo importantes para o desenvolvimento das
respostas imunes para eliminagéo de infeccdo subcutanea por S. schenckii.

DCs ativadas com diferentes antigenos podem ser utilizadas como vacinas pela
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sua capacidade de regular as respostas celulares. Devido a esta funcdo tém sido uma das
estratégias no campo de desenvolvimento de imunoterapias contra o cancro,
autoimunidade, doengas infecciosas, que requerem a participacdo da imunidade de
células T (Chen et al., 2015). Alguns estudos tém sido realizados mostrando a utilizacdo
de DCs ativadas na terapia contra diferentes infeccbes. Varias proteinas localizadas na
parede celular do fungo S. schenckii sdo importantes indutoras de respostas imune
celular e humoral e, contudo, podem ser consideradas potenciais candidatos para fins de
diagnostico e para a sua utilizacdo como ferramentas ao estudo de vacinas para

prevencdo e terapia de esporotricose (Alba-Fierro et al., 2014).

2.7. Imunoterapia com DCs

As DCs representam uma estratégia terapéutica promissora devido a sua
habilidade Unica para apresentar antigénos e ainda pela capacidade de estimular outras
células do sistema imunoldgico (Constantino et al., 2015). Ela vem sendo utilizadas em
diversas terapias, especialmente na imunoterapia anti-tumoral (Chen et al., 2015; Koido,
2016). As vacinas de DCs representam um método pelo qual estas células sdo utilizadas
como APCs profissionais, estimulando células T especificas para os antigenos tumorais,
para que estas sejam suficientemente potentes e de longa duracdo de acdo, para
promover a regressao do tumor resistente e/ou a sua eliminacdo (Palucka e Banchereau,
2012) e para seu desenvolvimento as DCs podem ser manipuladas de diversas maneiras.
Na manipulagdo ex vivo, as DCs sdo maturadas e carregadas com o antigenos tumorais e
administradas no doente, estas células migram para os tecidos linféides desencadeando
uma resposta inata e adaptativa apos ativacdo de células TCD4+ e TCD8+, apds esse
processo migram do tecido linfoide para o tecido tumoral, inibindo o seu crescimento
(Constantino et al., 2015; Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Silva, 2013). Por outro lado, a
fusdo de DCs com células tumorais intatas para gerar células de fusdo DC-tumor (DC-
tumor FCs), também designadas por “dendritomas”, é uma estratégia terapéutica
alternativa na oncologia, que permite que as DCs sejam expostas a vasta gama de
proteinas originalmente expressos por células tumorais intactas e que demonstraram
induzir respostas imunes tumorais in vivo (Constantino et al., 2015; Koido, 2016). Outra
alternativa que representa um enorme avango na imunoterapia anti-tumoral, consiste em
carregar as DCs in vivo, permitindo ultrapassar a maior parte das limitagdes das vacinas

geradas ex vivo. Esta abordagem permite a eliminagdo da obtencdo de DCs autologas,
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que apenas poderiam ser usadas no proprio individuo (Constantino et al., 2015;
Odegard, 2015). Outras abordagens, para além da manipulacdo ex vivo e do
carregamento in vivo, exploram o potencial imunogénico das DCs na terapia do cancro
(Constantino et al.,, 2015), foram testadas vacinas baseadas na administracdo de
péptidos, proteinas ou &cidos nucleicos tumorais. Trabalhos demonstram que o0s
antigenos presentes nas vacinas sdo capturados e processados por DCs, ativando uma
resposta imunitaria especifica. No entanto, o sucesso clinico desta estratégia foi limitado
(Constantino et al., 2015; Palucka e Banchereau, 2013). O aumento da eficacia da
imunoterapia anti-tumoral relaciona-se com a compreensdo dos mecanismos inerentes
ao equilibrio entre a imunidade e tolerancia. Com o objetivo de aumentar a eficacia das
DCs, estdo a serem desenvolvidas estratégias que incluem a modificacdo genética
destas, com 0 objetivo de aumentar a expressdo de reguladores positivos imunogenicos
e inibir os negativos (Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

A utilizacdo de vacinas de DCs também vem sendo estudada na infecgdo pelo
HIV, a administracdo de DCs, é fundamentada nas estratégias de imunoterapia passiva e
vacina terapéutica, unindo estas duas modalidades de intervencdo. O racional para este
tipo de intervencdo apoia-se ainda na propriedade das DCs de estimular células
infectadas latentes, auxiliando na eliminacdo dos reservatorios virais (Van der Sluis et
al., 2013; Norton et al., 2015). Estratégias de imuniza¢do utilizando DCs pulsadas com
antigeno tém se mostrado uma forma racional e promissora para inducdo de resposta
imune contra o HIV (Engelmayer et al., 2001).

As estratégias de vacinas antivirais e antitumorais alavancaram o papel central
das DCs na conducdo das respostas imunes. Diante desses resultados a utilizacdo das
DCs como terapia para as infe¢bes fungicas tem despertado grande interesse. Varios
trabalhos sugerem que pode ser possivel criar uma vacina antiflngica que conceda
protecdo contra varios patégenos fungicos (Wuthrich et al., 2011; Stuehler et al., 2011;
Cassone e Rappuoli, 2010). Os avancos tecnoldgicos na entrega de antigenos,
combinados com uma maior compreensdo da biologia das DC, devem permitir um
arranjo e carregamento eficazes de DC com antigeno imunogénico in vivo (Roy et al
2012
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de células dendriticas isogénicas ativadas como alternativa

terapéutica na esporotricose em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

» Obter das proteinas da parede celular do fungo S. schenckii (PSCs).

= Determinar concentracdo de PSCs para ativacéo das DCs

» Obter células dendriticas isogénicas ativadas com PSCs:

= Auvaliar expressao de CD11c e MHCII

= Avaliar expressdo de moléculas co-estimulatorias: CD83,
CD80, CD86 e CD40
= Auvaliar perfil de citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-12

» Auvaliar a imunogenicidade das dendriticas isogénicas ativadas em animais
saudaveis:

= Avaliar perfil dos linfécitos Thl e Th17
= Avaliar perfil de citocinas 1L-10, IL-17, TNF-a, [FN-y, IL-6,
IL-4elL-2

» Avaliar a eficacia do tratamento com células dendriticas ativadas na terapia da
esporotricose experimental em camundongos:
=  Avaliar carga fungica do linfonodo popliteo drenante e bago
=  Avaliar producéo de anticorpos IgG anti- PSCs
= Avaliar perfil dos linfécitos Thl e Thl7

= Avaliar perfil de citocinas IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y, IL-6,
IL-4 e IL-2 de esplendcitos totais
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7. CONCLUSAO

Células dendriticas podem ser diferenciadas a partir precursores de medula éssea
utilizando GM-CSF

As células dendriticas no estudo apresentaram alta frequéncia de CD11c e maior
expressdo de duplo-marcadas CD11c+MHCII

As proteinas extraidas da parede celular do fungo S. schenckii sdo capazes de ativar
células dendriticas aumentando a expressdo de moléculas co- estimulatorias e
citocinas pro- inflamatérias.

A imunizacdo com BMDCs estimuladas com PSC favorece uma resposta imune
induzida por Th17 in vitro.

O protocolo de imunizacdo interfere na liberagdo de citocinas I1L-10, 1L-17, TNF-a,
IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2

BMDCs sédo capazes de conferir protecéo terapéutica contra S. schenckii
A regulacdo positiva da resposta inflamatoria parece ser o principal fator no
desencadeamento da protecdo conferida pela BMDC, pois promove uma resposta

Th1/Th17 mista.

A vacinacdo com BMDCs estimuladas sdo fortes candidatas para a terapia da
esporotricose.
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9. ANEXO

CERTIFICADO

Cariificamos gue a proposia intiulada “Avelacio de células dendrticas atvedas
cames fratamenio da esporotricose muring em models expenmeantal”, registrads com
o Protocolo CEUAFCGRGCAr: 0772016, sob & responsabilidade de Juliana Aparecida
Jedlmayer & Prode. Dra. Irecilda Zeppone Cardos - gque enwvolve 3 produgBo,
manutengao ou utilizagéc de animais perencemes ac filo Chordats, subdilo
Verebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa centifica (ou ensino) - sncontra-
=2 gde acomdo com os preceiios da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, Jo
Decraio n* 6,683, de 15 de julho de 2008, & com as normas editadas pelo Sonsalno
Macional de Controle de Expermentagdo Animal (COMCEA), 2 foi aprowado ed-
referendum pelo Coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANMAIS 1a
Faculdade de Ciéncias Famacauficas do Campus de Araraquara da UNESP eam 18

de agosto de 2016.

Finalidade [ ) Ensing (X] Pesguisa Centifica
Yigéncia da autorzacio Jansiro 2020

Cepecie inhagem raca Camundongo Balbic

M* de armmas 100

Pesn'ldade 18323594 &8 6 samanas

Sexo Macho

Lingam wEMIB

Argraquara, 18 de agosio de 2016.
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