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Resumo

A paracoccidioidomicose é uma doenga fungica sistémica, considerada endémica
na América Latina, principalmente no Brasil, Venezuela, Argentina e Colémbia. Seus
agentes etioldgicos, fungos do complexo Paracoccidioides, possuem habitat geografico
restrito, conidios como forma infectante e caracteristicas termodimarficas. A infecgao
ocorre por inalacdo dos conidios infectantes, levando a uma resposta imune grave nos
pulmdes e, dependendo da forma clinica, disseminacdo para outros orgdos. Os
neutréfilos (PMNs) sdo responsaveis por uma importante resposta de defesa, liberando
NETs (armadilhas extracelulares de neutrdfilos), que podem aprisionar e possivelmente
destruir as leveduras. No entanto, foi descrito que alguns patdgenos sao capazes de
escapar dessas estruturas de DNA liberando DNAse como fator de viruléncia. Como
diferentes padrdes de NETs foram identificados em culturas de PMNs desafiadas com
duas cepas de Paracoccidioides brasiliensis, procuramos avaliar se essas diferencas na
conformacdo de NETs estariam relacionadas a capacidade de tais cepas produzirem
DNAse, ou uma proteina com atividade semelhante a DNAse, que teria a capacidade de
degradar as NETs. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi identificar se diferentes
padroes de NETs liberados por PMNs humanos desafiados com cepas Pb18 (virulenta) e
Pb265 (avirulenta) seriam correlacionados com a capacidade dos fungos em produzir
DNAse. Para este fim, os PMNs de individuos saudaveis foram isolados e desafiados in
vitro com ambas as cepas de P. brasiliensis. A producdo, liberacdo e conformacdo de
NETs em resposta aos fungos foram avaliadas por Microscopia Confocal, Microscopia de
Varredura e Imunoensaio para quantificacdo de NETSs; a identificacdo de DNAse fungica
foi avaliada por DNAse TEST Agar e a expressdo relativa de genes que codificariam
proteinas hipotéticas identificadas no genoma dos fungos, foi investigada por RT-qPCR.
Foi possivel verificar a liberacdo de NETs pelos PMNs, mostrando diferentes
conformagdes de NETs quando em contato com ambas as cepas do fungo. A cepa Pb18
induziu a liberagdo de NETs mais frouxas, maiores e com aspecto de uma rede aberta
em comparagao a cepa Pb265, que induziu a liberacdo de redes mais densas e
compactas. Isto se da, possivelmente, pela liberacdo de uma proteina semelhante a
DNAse pela cepa virulenta, fato confirmado pelo DNAse Test Agar que demonstrou a
capacidade de producdo de enzima que causou a degradacdo do DNA do meio pela
cepa virulenta, enquanto a cepa avirulenta n3dao foi capaz de degrada-lo. Por fim,
conseguimos identificar que os genes PADG_08528 e PADG_11161, que poderiam ser
responsaveis por uma proteina DNAse-like hipotética estavam sendo expressos nas
culturas desafiadas com os fungos, sendo o gene PADG_08528 altamente expresso pela
cepa virulenta, sugerindo que esse gene poderia ter uma contribuicdo maior para essa
producdo. Portanto, a cepa virulenta pode estar produzindo DNAse como um
importante mecanismo de escape do fungo para driblar acdo das NETs, subvertendo
assim esse importante mecanismo efetor de neutrofilos.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; Paracoccidioides brasiliensis; Neutrofilos;
NETs; DNAse
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Abstract

Paracoccidioidomycosis is a systemic fungal disease, considered endemic in
Latin America, mainly in Brazil, Venezuela, and Colombia. Its etiological agents, fungi
of the Paracoccidioides complex, have restricted geographical habitat, conidia as an
infectious form and thermodimorphic characteristics. The infection occurs by
inhalation of infective conidia, leading to a severe immune response in the lungs and,
depending on the clinical type, spread to other organs. Neutrophils (PMNs) are
responsible for an important defense response, releasing NETs (Neutrophil
Extracellular Traps), which can envelop and destroy yeasts. However, it has been
reported that some pathogens can escape from these DNA structures by releasing
DNAse as a virulence factor. As different NET patterns were released in PMN cultures
challenged with different Paracoccidioides brasiliensis strains, we sought to assess
whether these differences in NETs would be related to the ability of such strains to
produce DNAse, or a protein with activity similar to DNAse, which would have the
ability to degrade NETs. Thus, the general objective of this study was to identify
different patterns of NETs released by human PMNs challenged with Pb18 (virulent)
and Pb265 (avirulent) strains and correlate this with the capacity of fungi to release
DNAse. To this end, isolated PMNs were isolated and challenged in vitro with both
strains of P. brasiliensis. The production, release and configuration of NETs in response
to fungi were evaluated by Confocal Microscopy, Scanning Microscopy and
Immunoassay to quantify NETs; the identification of fungal DNAse was evaluated by
DNAse TEST Agar and relative expression of genes encoding hypothetical proteins
identified in the fungal genome, was investigated by RT-qPCR. It was possible to verify
the release of NETs by PMNs, showing different forms of NETs when coming into
contact with different strains of the fungus. A Pb18 strain induced the release of
looser, larger NETs with the appearance of an open network compared to the Pb265
strain, which induced the release of denser and more compact NETs. Thus, it was
identified that a virulent strain is possibly inducing looser and more degraded NETs,
probably by releasing a DNAse-like protein, a fact confirmed by the DNAse Test Agar,
which demonstrates the ability to produce enzymes that cause the degradation of
DNA from the medium by the virulent strain, while an avirulent strain was not able
to degrade it. Finally, we identified the expression of genes PADG_08528 and
PADG_11161, probably involved with the production of hypothetical protein similar to
DNAse, being the gene PADG_08528 highly expressed in the virulent strain, suggesting
that this gene could have a greater contribution to this production. Therefore, the
virulent strain may be producing DNAse as an important escape mechanism of the
fungus to circumvent the action of NETs, thus subverting this important neutrophil
effector mechanism.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides brasiliensis; Neutrophils; NETs;
DNAse



Sumario

Capitulo |

1.ReVisd0 BIibliografiCa .....cuuviii e 2
1.1. Paracoccidioidomicose (PCIM) .........uuvveeeiieeeieiciirreeeee e e e e e e e eesnrrreeee e e e 2
1.2. Neutrofilos e a ParacoccidioidomiCoSe ........eevviiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeee e 6
1.3. Neutrophil Extracellular Traps (NETS)..uuuiieeeieiceiireeeeeeeeececirreeee e e e e eetrrreeeeee e 8
L4 DINASE. -ttt ettt ettt et h et bt e ae e e bt sae e e bt e e ab e e bt et e e bt e et e eneas 14
2. REFEIENCIAS ... eieieie e e e e 18

Capitulo I

3. MANUSCIITO ettt s s e s e 30

ADSEFACE ..ot 31
INEFOAUCTION .. e s 32
EXperimental ProCeAUIES ..........uviiiiiii ittt e e e e e e e e 36
RESUITS ...ttt 40
DISCUSSION eiiiitiiiiiiiiiie ettt s e s s 45

RETEIENCES ...ttt 49

ST = U = 13RS 53



Capi‘mlo ]
Revisao Bib[iogréﬁca



1. Revisao Bibliogréfica

1.1 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca flngica sistémica. E uma
infeccdo considerada endémica em toda a América Latina, com seus principais focos de
infeccdo no Brasil, Venezuela e Coldmbia, sendo uma importante causa de mortalidade
e morbidade em suas regides endémicas, principalmente em areas rurais*®. Os agentes
etiologicos sdo fungos pertencentes ao Complexo de espécies Paracoccidioides.
Anteriormente, este complexo de espécies era dividido em Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis) e suas espécies cripticas S1, PS2, PS3 e PS4, e a espécie
Paracoccidioides lutzii (P. lutzii), também chamado de Pb01-like, que recebeu este
nome em homenagem ao médico Adolpho Lutz, que fez sua descricdo em 1908°%,
Porém, mais recentemente, uma nova nomenclatura foi proposta, avaliando as
diferencas morfoldgicas e genéticas entre as espécies, por meio de analises de
polimorfismo molecular e reconstrucdo filogenética das leveduras e micélios das
diferentes espécies cripticas, e propondo assim a divisdo em cinco diferentes espécies,
sendo elas P. brasiliensis (correspondente a antiga S1), P. americana (PS2), P.
restrepiensis (PS3), P. venezuelensis (PS4) e P. lutzii (Pb01-like) °.

Por serem pertencentes a mesma familia de outros agentes causadores de
micoses sistémicas, como Histoplasma capsulatum, Coccidioides immites®, entre outros,
as espécies de Paracoccidioides compartilham de caracteristicas semelhantes a estes
fungos, como o habitat geografico restrito, a presenca de conidios como forma
infectante e sua caracteristica termodimorfica® °. O dimorfismo térmico se caracteriza
pela capacidade do fungo em alterar sua morfologia de acordo com a temperatura a que
estd exposto, apresentando-se sob a forma de micélio quando exposto a temperatura
ambiente (entre 4 e 28°C), e alterando sua morfologia para leveduras ao adentrar o
corpo humano e ficar exposto a temperatura corporal (37°C). Este mecanismo serve

como um importante fator de sobrevivéncia flingica no meio ambiente® 51°,



Um fato interessante, descrito por diversos artigos, € a identificagdo do fungo em
diferentes espécies de animais, que serviriam como reservatOrios naturais para o
patdgeno. Estudos ja identificaram a presenca de varias espécies de Paracoccidioides
em tatus da espécie Dasypus novemcinctus, cdes de areas rurais, gado, e mais
recentemente em Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), a espécie de peixe mais

consumida nas regides endémicas de PCM no Brasil, entre outros animais**1°,

A infeccdo por Paracoccidioides spp ocorre por meio da inalacdo dos conidios
infectantes, produzidos pelos micélios em temperatura ambiente, presentes
principalmente no solo %1620 Qs principais pacientes infectados sdo trabalhadores
rurais, que devido a sua atividade laboral acabam ficando expostos aos micélios
presentes no solo e, consequentemente, propensos a inalagdo dos conidios
infectantes'®?!, Apds a inalagdo, os conidios infectantes se direcionam aos pulmdes,
mais especificamente aos bronquiolos e alvéolos pulmonares, instalando-se nestes e
transformando-se em leveduras, devido a temperatura corporal de 37°C, formando,
assim, o chamado Complexo Pulmonar Primario?*?2, A partir da formagdo do complexo
pulmonar, a infeccdo pode ser contida ou evoluir para as formas clinicas da doenga. A
PCM assintomatica ou PCM infeccdo, trata-se de uma cura espontanea, na qual o
sistema imune do paciente consegue eliminar o patdgeno ou coloca-lo em estado de
laténcia. Esta forma caracteriza-se pela auséncia de sintomas e sinais clinicos da doenca,
porém pode ser identificada por meio de teste intradérmico realizado com antigeno
paracoccidioidina, que identifica a resposta imune celular desenvolvida contra o

fungo?.

Caso a infeccdo ndo seja contida, ocorre progresséo e disseminacdo do fungo por
via linfo- hematogénica, atingindo outros 6rgaos, como baco, figado e linfonodos, além
de chegar a pele e mucosas, causando lesdes graves, caracterizando, assim, a chamada
PCM Doenga®®. Assim, é possivel afirmar que a PCM pode variar desde uma forma
assintomatica até uma forma sintomatica, grave, disseminada pelo organismo e

potencialmente fatal*>16,

A forma sintomética e disseminada ainda € dividida em duas formas clinicas,
caracterizadas e diferenciadas de acordo com a faixa etaria dos pacientes e dos tecidos e
6rgdos acometidos no organismo!®?*. A chamada Forma Aguda/Subaguda ou forma
juvenil, € comum em pacientes mais jovens, principalmente criancas e jovens adultos,

de ambos os sexos. Nesta forma, o fungo apresenta tropismo pelo sistema fagocitico-



mononuclear, atingindo figado, baco e linfonodos, causando sintomas como
linfonodomegalia e hepatoesplenomegalia, sendo considerada a forma mais grave da
doenca, atingindo, entretanto, apenas 5%-25% dos pacientes infectados'®. J4 a Forma
Cronica apresenta uma progressdao gradual e lenta, afetando 75%-95% dos pacientes
infectados, principalmente adultos do sexo masculino, com duracdo prolongada,
apresentando as lesdes mais comumente em pulmdes, mucosas e pele®?>%, Esta forma
apresenta-se principalmente na forma de lesdes cronicas nos pulmdes, levando a uma
fibrose pulmonar, que pode ser identificada por Tomografia Computadorizada de Alta
Resolugio (HRCT) como “Lesdes em Vidro Fosco”?’. Além disso, podem ocorrer
lesbes em mucosas, principalmente nos labios e gengivas, chamadas de Estomatite
Muriforme?®. Em mulheres, este desenvolvimento da doenca é raro, uma vez que a
transformacdo dos conidios infectantes em leveduras é dificultada por um mecanismo

baseado na a¢do de hormdnios femininos como o estrogeno?.

Nos pulmdes, ap6s formacdo do Complexo Pulmonar Priméario, sob o ponto de
vista histopatolégico, ocorre a formacdo de granuloma, lesdo caracterizada pela
agregacdo de macrdfagos diferenciados em células epitelidides e células gigantes de
Langhans (multinucleadas), que aprisionam as leveduras, com o objetivo de impedir sua
disseminacdo®. Estas lesdes podem ser encontradas em ambas as formas da doenca,
atingindo pulmdes, mucosas e o sistema fagocitico-mononuclear (figado, bago e
linfonodos). Entretanto, as lesBes pulmonares e mucosas sao pouco comuns na forma
Aguda/Subagudal®-2>26:31,

Ap0s a inalacdo dos conidios, a instalacdo, o desenvolvimento e a progressdo da
doenca no organismo vao depender de diversos fatores, intrinsecos ao individuo e ao
fungo. Os fatores relacionados ao paciente podem ser descritos como a idade, 0 sexo, 0s
fatores genéticos e principalmente o comprometimento do sistema imunolédgico do
individuo, enquanto os fatores intrinsecos ao fungo dependem principalmente dos
fatores de viruléncia e de sua composicio antigénica?32*, Como a progresséo clinica
da doenca depende diretamente da resposta imune do paciente, diversos estudos foram
conduzidos para verificar os padrbes de resposta. Sabemos, por exemplo, que o padréo
de resposta de resisténcia ao P. brasiliensis é mediado quase que predominantemente
por uma resposta Thl, enquanto o padrdo de susceptibilidade a doenca é mediado por
um padréo de resposta predominante Tn234. Dessa forma, a resposta imune contra o

P. brasiliensis



vem sendo avaliada por diversos estudos, com o objetivo de entender melhor como o

sistema imune combate o processo infeccioso causado pelo fungo?>34353%,

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa do corpo contra a entrada de
diversos microrganismos, como o P. brasiliensis por exemplo. Esta resposta é composta
por diversos tipos celulares que compBe uma importante barreira contra as infeccdes,
gue por meio da expressdo de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) séo
capazes de reconhecer os Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS), e
assim, produzir e liberar citocinas pré e anti-inflamatdrias. Assim, essas células séo
capazes de eliminar o patégeno invasor a partir da ativacdo de diversos mecanismos,
como a fagocitose e o burst oxidativo, com liberacdo de metabdlitos como o perdxido

de hidrogénio (H202) e o dxido nitrico (NO), dentre outros®’.

Os neutrofilos, macrofagos e células dendriticas, como ceélulas fagociticas,
desempenham um importante papel no combate aos fungos patogénicos que invadem o
organismo. Além do processo de fagocitose, que demonstra-se extremamente
importante no combate a estes fungos, a atividade fungicida e a modulacdo de resposta
inflamatoria também merecem destaque®“°. E importante ressaltar que, para que esta
resposta inflamatoria seja ativada de forma eficaz, € necessaria a modulacdo da mesma

pelas citocinas IFN-y, TNF-o. e GM-CSF4%47,

Outro fato interessante ¢ a diferenca entre as respostas imunolégicas que levam a
progressao da doenca para fase Aguda/Subaguda e Cronica. Estudos demonstraram que
a PCM-Infeccdo ou assintomatica é caracterizada por um perfil de resposta Th134,
associado a altos niveis de IFN-y e TNF-a, citocinas extremamente importantes na
ativacdo de macrofagos para a promogdo de uma resposta imune eficaz contra o
fungo®°%51 A forma aguda/subaguda é caracterizada por um perfil de resposta Th2 e
Th9, em adicdo a liberacdo de IL-4, IL-5, TGF-B, IL-9 e IL-21, ocorrendo um processo
de eosinofilia e producdo/liberacdo de anticorpos pelas células B (IgE e 1gG4)3452%3,
Por fim, a forma cronica se apresenta por meio de um perfil de resposta imunoldgica do
tipo Thl7 e Th22, associado a uma producdo e liberacdo de IL-17 e IL-12. Este perfil,
apesar de promover uma resisténcia parcial em um primeiro momento, leva a danos
teciduais graves e fibrose tecidual, gerando os sintomas caracteristicos desta forma da
doenga?®25:3



Desta forma, como os neutrofilos sdo uma das primeiras células da linha de
defesa que atingem o sitio de infeccdo para combater o fungo quando este adentra o
organismo, estudos recentes tem focado no papel destas células na PCM, tanto como
células efetoras quanto moduladoras da resposta ao fungo, uma vez que tanto nas lesdes
quanto nos infiltrados inflamatdrios presentes ao redor das lesGes encontra-se uma
grande concentracdo de células polimorfonucleares, o que demonstra um envolvimento

intenso destas células no combate ao fungo3484°,

1.2 Paracoccidioidomicose e neutrofilos

Neutrofilos, ou como também sdo conhecidos, granulécitos polimorfonucleares
(PMNSs), sdo células do sistema imune inato, conhecidas como a primeira linha de
defesa do organismo contra a invasdo de microrganismos. Suas caracteristicas mais
importantes sdo seu nucleo, que apresenta-se de forma multissegmentada, ou seja,
dividida em I6bulos, e a presenca de granulos em seu citoplasma, que sdo divididos em
primarios, secundarios e terciarios, e diferem entre si devido ao seu conteudo. Sao

originados na medula ssea, a partir de células mieldides precursoras®.

Cerca de 50 a 70% dos leucdcitos circulantes no organismo sdo neutrofilos, e
suas funcBes de protecdo contra agentes patogénicos sdo efetuadas apds seu
recrutamento para o local da infeccéo. Este recrutamento se da por meio da liberacéo de
IL-8 e de macrophage inflammatory protein-1-alpha (MIP-1 «)*’,>%, Durante o
processo infeccioso, ocorre a liberagdo de citocinas inflamatorias IL-1 e TNF-a, que
induzem as células do endotélio vascular a expressarem moléculas de adesdo em sua
superficie, como as selectinas. Os neutrofilos circulantes na corrente sanguinea aderem
ao endotelio e sdo atraidos ao local de interesse pelas quimiocinas secretadas. Para
tanto, ocorre o processo de “rolamento celular” pela parede do vaso até o momento da
adesdo firme mediada pela agdo das quimiocinas sobre a conformagédo de integrinas
pelas células, e inicio de migracdo dos neutrofilos para o tecido alvo, processo este
chamado de diapedese, pelo qual os neutréfilos passam através das juncdes das células

endoteliais e atingem a area de infecg&o®’>-%0,



Ao atingir o local da infeccdo e entrar em contato com 0s microrganismos, 0S
neutrofilos iniciam os processos de combate e eliminacdo dos patdégenos por varios
processos®®. Um destes processos, sendo uma das principais funcdes dos neutrdfilos, é a
fagocitose. Ao entrar em contato com o patdgeno e ter seus receptores de membrana
ativados, os neutréfilos emitem prolongamentos de sua membrana, conhecidos por
pseudopodes, que envolvem o agente agressor e formam vesiculas intracelulares,
chamadas de fagossomos. Em seguida, ocorre uma fusdo das vesiculas com os granulos
citoplasmaticos dos neutrofilos, que liberam seus contetidos no interior do fagossomo,
formando assim o fagolisossomo, que levard a morte do microrganismo, mediada por

mecanismos dependentes e independentes de oxigénio®2-%4,

Primeiramente, os mecanismos dependentes de oxigénio, muito importantes no
processo de eliminacdo do patdgeno, baseiam-se na producdo e liberacdo de anions
superoxido (O%). Este processo, mediado pela enzima NADPH oxidase, consiste na
liberagdo destes anions por neutrdfilos ativados. Apds a liberagdo, o &nion O%
transforma-se, quando em contato com agua, em H202 e radical hidroxila (OH),
derivados toxicos de oxigénio®®. Além disso, quando catalisada pela mieloperoxidase,
um componente importante de granulos citoplasmaticos de PMNSs, nos fagolisossomos,
os derivados de oxigénio formam acido hipocloroso (HCIO), sendo este também, um
acido importante no processo de morte dos microrganismos fagocitados®>®’. Diversos
estudos ja demonstraram que os derivados de oxigénio sdo extremamente importantes

no combate a microrganismos, dentre eles, o proprio P. brasiliensis®®'.,

Os mecanismos ndo dependentes de oxigénio baseiam-se na liberacdo dos
contetidos de granulos citoplasmaticos dos neutrofilos. Estes granulos sdo divididos em
primarios, secundarios e terciarios, sendo que cada tipo possui em seu interior
componentes diferentes, sendo enzimas e proteinas com atividades microbicidas. Os
granulos primarios, também chamados de granulos azurdéfilos, contém mieloperoxidase
(MPO), responsavel pela conversdo dos derivados de oxigénio em &cido hipocloroso,
além de lisozimas, proteases (como a elastase) e peptideos microbianos. Os secundarios

sd0 compostos por colagenases e lactoferrina e os terciarios, por gelatinases’?.

Um dos primeiros estudos descrevendo o envolvimento de neutréfilos na
resposta imune contra a infeccdo por P. brasiliensis demonstrou a presenca de PMNs no

sitio de infec¢do 24 horas apos a inoculacdo do fungo. Isso demonstrou que 0s



neutrofilos sdo a primeira linha de defesa do organismo contra esta infeccdo, sendo as
primeiras células do sistema imune a atingir o local e iniciar o processo de combate ao
microrganismo’®. Apos este estudo, diversos outros trabalhos demonstraram a presenca
de neutrofilos no sitio de inflamagdo e em granulomas, tanto em modelos experimentais

quanto em humanos3>74,

Com o tempo, reconhecendo-se a provavel importancia dessas células na PCM,
diversos estudos tiveram por objetivo avaliar os mecanismos de morte flngica
intracelular comandada pelos neutréfilos. O Kkilling induzido por mecanismos
dependentes ou ndo de oxigénio sdo extremamente importantes para o processo de
combate a infeccdo por P. brasiliensis no organismo. Porém, como as leveduras do
fungo apresentam um tamanho significativamente maior que os neutrofilos’®, o processo
de fagocitose que precede este tipo de morte celular acaba sendo dificultado. Um estudo
ja descreveu que, quando um microrganismo apresenta tamanho muito elevado, 0s
neutrofilos encontram outra forma de combaté-los. Este outro mecanismo de combate a
agentes patogénicos é conhecido como NETose, um processo que consiste na liberacdo
de Redes Extracelulares de Neutrofilos, ou como foi primeiramente descrita, Neutrophil
Extracellular Traps (NETs)’""8,

1.3 Neutrophil Extracellular Traps (NETS)

Como foi citado anteriormente, em 2004 foi descrito um novo processo de
combate a microrganismos por parte dos neutrofilos. Este processo foi entendido
inicialmente como sendo um processo de morte dos PMNSs, seguida da liberacdo de
redes extracelulares, formadas por cromatina descondensada e componentes granulares,
as quais foram chamadas de Neutrophil Extracellular Traps (NETs)”’. O processo de
liberacdo dessas redes, chamado de NETose, consiste em um processo no qual os
neutrofilos sdo ativados e liberam redes para o meio extracelular, compostas de seu
conteddo nuclear (cromatina descondensada e histonas) conjugadas aos componentes de
granulos citoplasmaticos (Mieloperoxidase, elastase e catepsina G, por exemplo). Estas

redes tém por fung&o aprisionar 0s microrganismos e mata-los, por meio das proteinas



granulares presentes nelas, ou simplesmente captura-los para impedir a disseminagéo e

permitir que outras células do sistema imune possam atuar’’.

Estas NETs sdo estruturas frageis, formadas por fibras de 15 a 17nm de diametro
de DNA, com dominios globulares de 25nm, agrupadas em forma de rede. Este
processo foi descrito como sendo desencadeado por diversos estimulos, como IL-8,
bactérias gram-positivas e negativas e fungos, além do PMA (Phorbol Myristate
Acetate), um forte ativador de resposta imune’’’*. Com a descoberta das NETS,
diversos estudos iniciaram a busca por estas estruturas em culturas de neutréfilos
desafiadas com outros microrganismos, além de outros possiveis estimuladores de sua

liberagdo’8#2,

Além de estudos envolvendo humanos, as NETs ja foram identificadas em
camundongos, gatos, bovinos, cavalos e peixes. Um estudo recente descreveu,
inclusive, a producéo e liberacdo de NETs em seres invertebrados, mostrando que a
liberacdo das redes € um mecanismo evolutivo importante para a sobrevivéncia das

espécies, sendo conservado ao longo de varios anos pelos neutréfilos’88°,

Apesar de ter sido inicialmente descrita em neutréfilos, surgindo disso o0 nome
NETSs, a liberacdo das redes extracelulares, eu simplesmente ETs, foram descritas em
diversas células do sistema imune, tais como mondcitos, macrofagos, eosinofilos,

baséfilos e mastdcitos®-92.

O processo de formacdo e liberacdo das NETs conta com o envolvimento de
conteddos nucleares e granulares. Os conteudos nucleares sdo basicamente histonas
associadas a cromatina descondensada. Ja os conteudos granulares sdo, basicamente,
elastase, mieloperoxidase (MPOQ), calprotectina e outras proteinas do citoesqueleto,
citosol, pentraxina-3 (PTX-3), catalase e enzimas glicoliticas’"**%’. Dentre todas as
enzimas e proteinas pertencentes aos componentes granulares, a elastase e MPO
desempenham um papel importante na deflagracdo do processo de Netose. Ambas sdo
extremamente importantes no processo de citrunilacdo das histonas e descondensagéo
da cromatina, uma vez que degradam a ligacdo entre as histonas e iniciam o processo de
formacao das redes®®°¢%, Estudos indicam que os receptores envolvidos no processo de
Netose sdo, principalmente, dos tipos Fc e TLRs (Toll Like Receptors), além de contar

com o envolvimento de citocinas®®1%,
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O processo de liberacdo das NETS, descrito por Brinkmann et al, 2004 e Fuchs
et al, 2007, consiste em alguns passos que ocorrem no interior da célula. Primeiramente,
ocorre a estimulacdo de receptores de membrana dos neutréfilos pelos agentes
patogénicos. Com o estimulo, a célula sofre achatamento e adesdo ao substrato. Apds
esta estimulacdo, se inicia o processo de citrunilacdo das histonas, mediado pela MPO e
elastase. Este processo consiste na perda estrutural e funcional das histonas, levando ao
inicio do processo de descondensacdo da cromatina. Com a descondensacéo, a célula
perde seu aspecto multinuclear e passa a ter apenas um ndcleo, ao mesmo tempo em que
os granulos citoplasmaticos comecam a se degradar. Por fim, o nlcleo comeca a se
desfazer em forma de vesiculas, que se fundem aos granulos citoplasmaticos e se
direcionam a membrana celular, onde, com a degradacdo da membrana e formacéo de
poros na mesma, estas vesiculas serdo eliminadas do interior da célula e, no exterior,

formardo as chamadas NETs’"%°,

O processo de Netose, em suas primeiras descricdes, era tomado como um
processo de morte celular, uma vez que o nucleo dos neutrdfilos era totalmente desfeito
e sua membrana celular, degradada. Um dos primeiros estudos envolvendo NETS
verificou que, apos a ativagdo dos PMNs com Staphylococcus aureus (S. aureus),
observou-se diversas alteracfes no nucleo, citoplasma e membrana dos neutrdéfilos,
sendo que estas alteracbes eram incompativeis com a sobrevivéncia da célula. Além
disso, este mesmo estudo demonstrou as diferencas entre este processo e outros
processos de morte celular®®. Um fato importante é que o processo de Netose diferencia-
se dos outros processos de morte celular, como apoptose e necrose. A diferenca em
relacdo a apoptose da-se pelas auséncias da fragmentagdo do DNA e da exposicdo de
fosfatidilserina, enquanto a diferenca em relacdo a necrose da-se pela auséncia da

manutencio da integridade do envelope nuclear, que ndo ocorre na Netose®1%,

Entretanto, um estudo publicado em 2013 chamou a atengdo em relacdo as NETSs
demonstrando resultados interessantes!®!. Este estudo mostrava que o processo de
Netose, até entdo conhecido como um processo de morte celular, poderia ndo envolver
necessariamente a morte dos neutrofilos. Yipp e Kubes (2013) demonstraram que o
processo de liberagdo das redes extracelulares poderia ser dividido em dois processos
diferenciados. O primeiro consistiria no processo descrito anteriormente por Fuchs et al.
(2007), chamado agora de Netose Suicida®®, enquanto 0 novo processo, descrito por

estes autores, seria chamado de Netose Vital. Este novo processo demonstrou a
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capacidade dos neutrofilos que ao liberarem NETS, mantinham a integridade estrutural
suficiente para exercer suas funcdes normais. Este processo da-se pela formacdo de
vesiculas na membrana nuclear, contendo apenas parte do conteddo nuclear. Estas
vesiculas direcionam-se a membrana e sofrem processo de extrusdo para 0 meio
extracelular, sem que ocorra a degradacdo da membrana, 0 que causaria a morte
celular®192 Um estudo, publicado em 2009, demonstrou a capacidade dos neutréfilos
em liberarem NETS a partir de conteido genético mitocondrial, corroborando, assim, 0s
resultados publicados em 20130,

Um indutor conhecido da formacédo e liberacdo das NETs é o PMA (Phorbol
Miristato Acetato), uma molécula sintética responsavel pela ativacdo da Proteina C
Quinase (PKC). Desde o primeiro estudo sobre NETS, publicado em 2004, o PMA ja foi
descrito como um estimulador do sistema imune e indutor da liberagio destas redes’®.
Apds este artigo, diversos outros autores vém utilizando PMA como controle positivo
para seus experimentos envolvendo as redes extracelulares*® %, O mecanismo de
liberacdo de NETs induzido pelo PMA esté ligado diretamente a producdo de EROs
(Espeécies Reativas de Oxigénio), que sdo essenciais para 0 processo de producéo e

liberagdo das redes®410°,

A atividade de EROs no processo de liberacdo de redes extracelulares ja foi
descrito por diversos trabalhos. Um dos estudos demonstrou que pacientes com
deficiéncia na producdo da enzima NADPH oxidase apresentavam uma capacidade
diminuida na producdo e liberacdo de NETs quando em contato com o0 agente
patogénico Aspergillus nidulans'®. Outro estudo demonstrou que a capacidade de

eliminar agentes patogénicos das NETs era ampliada quando em contato com H:@ %'

Em 15 anos de estudos, diversos microrganismos foram descritos como capazes
de induzir a liberacdo de redes extracelulares por células do sistema imune. Dentre 0s
organismos, podemos citar S. aureus, Candida albicans, Leishmania amazonensis, entre
outros’"*41%8_ A funcdo principal das redes, de eliminar os patogenos, foi demonstrada
por diversos mecanismos, como a atuagdo das histonas e elastase presentes nas NETS,
além da atuacdo de outros mecanismos mediados por proteinas granulares, como a

calprotectina, que apresenta atividade antiflingica®*1°°.

A funcdo secundaria das NETSs, de aprisionar os microrganismos, foi foco de

diversos estudos, que demonstraram esta acdo contra diversos agentes patogénicos,
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como: Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), S. aureus, Streptococcus
sanguinis (S. sanguinis) e P. brasiliensis, entre outros*®4%77110-113 " Como estes
microrganismos apresentam mecanismos de escape das redes, a funcdo das NETSs fica
restrito apenas ao aprisionamento, permitindo que outras células do sistema imune

possam chegar ao local e desenvolver sua atividade microbicidal*2,

Um fato importante é que, até pouco tempo, as NETs apresentavam-se como um
mecanismo benéfico, ajudando no controle e eliminacdo de agentes patogénicos do
organismo, e funcionando como um mecanismo eficaz do sistema imune no combate as
infeccdes. Porém, estudos recentes identificaram a presenca de redes extracelulares em
diversas condicBes patologicas humanas. Fuchs et al, em 2010, demonstraram que as
NETs tém capacidade de promover uma adesdo e agregacdo plaquetéria, causada
principalmente pelas histonas presentes nas redes, além de servir como uma regido de
depdsito de fibrina, promovendo a organiza¢do de um trombo e iniciando, assim, um
processo de trombose!**. Somado a isso, outro estudo identificou a presenca de DNA
extracelular livre no plasma em casos de Trombose Venosa Profunda (TVP)1411°,

Em relagcdo as doencas autoimunes, as NETs ja foram identificadas como
causadoras ou intensificadoras, participando da patogenia de algumas doencgas bem
como da etiologia. 1sso ocorre, uma vez que alguns componentes das redes podem ser
identificados pelo organismo como componente estranho, iniciando assim uma resposta
autoimune. Este mecanismo ja foi identificado em estudos de Psoriase, Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE) e, mais recentemente, em Hidradenite Supurativa (HS).
Nos estudos de SLE, foram encontrados anticorpos contra antigenos nucleares, como
DNA de dupla fita e histonas. Como estes sdao 0s principais componentes das NETS,
somados ao elevado nivel de proteinas granulares no sangue, a presenca de NETS nas
lesGes teciduais era grande, 0 que causava um aumento significativo no dano causado ao
tecido'!®7. Qutro estudo demonstrou que pacientes que sofriam de Psoriase,
apresentavam um grande nimero de PMNs e mastdcitos nas areas de lesdo, associado
ao aumento de IL-17 nas lesGes. A presenca de IL-17 j& foi descrita como um fator
agravante em doencas autoimunes, contribuindo para o aumento da resposta imune no
local das lesBes*®. Por fim, recentemente foi publicado um estudo avaliando o papel das
NETs na Hidradenite Supurativa, uma doenga autoimune incapacitante que causa lesées
de pele semelhante a abcessos. Neste estudo, publicado em 2019, a presenca de

inimeros neutrofilos foi identificada na area das lesdes, além de uma grande quantidade
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de NETs. Um fato interessante descrito pelo artigo foi que os neutrofilos de sangue
periférico de pacientes que sofrem de HS apresentam uma tendéncia muito maior de
liberar NETs ao menor estimulo, quando comparados com neutréfilos de pacientes

saudaveis!®,

Focando um pouco na relagdo das NETs com o fungo P. brasiliensis, estudos
sobre esse processo iniciaram-se recentemente, uma vez que existem diversos artigos
avaliando a interacdo entre as redes extracelulares e fungos patogénicos, como a
interacdo das NETs com C. albicans'®, Aspergillus fumigatus®® e Cryptococcus

neoformans'?°, entre outros.

Os estudos sobre a capacidade dos fungos do complexo Paracoccidioides
induzirem a liberacdo de NETs comecaram a serem publicados em 2015, com Mejia et
al*?l, Os autores demonstraram que o fungo P. brasiliensis possui capacidade de induzir
a liberacdo de redes extracelulares por neutréfilos humanos saudaveis. Outro resultado
importante é que a formacdo de NETs em resposta aos conidios infectantes do fungo
demonstrou ser independente da producdo de EROs, enquanto a resposta a levedura foi
inteiramente dependente da ativacdo de NADPH oxidase. O artigo também demonstrou
que as NETs ndo tem por fungédo primaria eliminar o fungo, mas sim aprisiona-lo, o que
foi demonstrado pela ativacdo da NADPH oxidase, provavelmente como um

mecanismo futuro de eliminagdo do patdgeno?.

No mesmo ano de publicacdo do trabalho citado anteriormente, mais dois artigos
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, avaliando o processo de producdo e
liberacéo das redes em resposta ao P. brasiliensis foram publicados. Della Coletta et al.
(2015) avaliaram a presenca de NETs em lesdes tegumentares de pacientes acometidos
por PCM. Foram também avaliadas culturas de neutréfilos desafiados por duas cepas de
P. brasiliensis, sendo elas Pb18, a cepa mais virulenta, e Pb265, a cepa avirulenta. As
lesbes foram avaliadas por Microscopia Confocal, com marcacdo de anticorpos para
elastase e histona, além da marcacdo do DNA com DAPI. Os resultados deste estudo
demonstraram a presenca de NETs nas lesdes cutaneas, além de um resultado muito
importante: uma diferenca no padrdo das redes liberadas em resposta a cada cepa. A
cepa virulenta induziu a liberacdo de NETs mais frouxas, amplas e delicadas, enquanto
a cepa avirulenta induziu a liberacdo de redes mais densas e compactas. Estes resultados

foram confirmados por microscopia de varredura, utilizando-se neutrofilos desafiados
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com ambas as cepas. Apos a avaliacdo destes resultados, os autores lancaram a hipGtese
de que a cepa virulenta poderia estar causando a degradacdo do DNA presente nas redes
pela liberacdo de uma proteina DNAse-like, que serviria como mecanismo de defesa do
fungo, para promover uma forma de escape das NETSs e sobreviver ao processo®.

Bachiega et al. (2016) também demonstraram que a liberacdo de NETs em
resposta ao fungo era dependente da ativacdo principal dos receptores Dectina-1. Este
estudo também utilizou a cepa virulenta de P. brasiliensis, a Pb18. Outro resultado
importante demonstrado foi que as NETs também contribuem para o processo de morte
fangica, uma vez que a atividade fungicida detectada antes e ap0s a ativagdo de
neutréfilos com TNF-a, IFN-y e GM-CSF foi inibida significativamente pelo tratamento
das culturas com DNAse, degradando assim as redes e diminuindo a eficicia na

eliminacéo do fungo®.

1.4 DNAse

A DNAse é uma enzima pertencente ao grupo das desoxiribonucleases, que tem
por principal funcdo a degradacdo do esqueleto de fosfodiester presente na estrutura do
DNA. Séao proteinas presentes em grande parte das células eucariotas, e desempenham
diversas fungbes no metabolismo celular. Existem diversos tipos de DNAse, e cada tipo
atua de maneira diferente ao executar sua funcdo. Existem tipos de DNAse que clivam
qualquer lugar da cadeia de DNA, sendo chamadas de endodeoxirribonuclease,
enquanto outros tipos clivam apenas as extremidades (exodeoxirribonuclease)'®.
Existem também os tipos que clivam apenas DNA de fita dupla, enquanto outros tipos
sdo especificas para moléculas de fita simples e, ainda, outros sdo funcionais em relacéo

a ambos!?2,

Além de serem moléculas intrinsecas as células de organismos eucariotos,
importante para diversas fungdes celulares, a funcdo das DNAses como fator de
viruléncia de diversos microrganismos tem sido também descrita. Diversos estudos tém
demonstrado a capacidade de patdgenos liberarem DNAse para sobreviver ao sistema
imune. Um estudo recente descreveu a capacidade de cepas de S. aureus liberarem

DNAse para escapar da reposta imune. Ao entrar em contato com os neutrofilos, a



15

proteina A presente na parede bacteriana, além de impedir a fagocitose, estimula
neutrofilos a iniciarem um processo de netose suicida, liberando NETSs para aprisionar a
bactéria. Porém, apds a liberacdo das NETS, a bactéria escapa destas redes por meio da
liberagdo de endonucleases como, por exemplo, pela produgio de DNAse!?3124,

Gondara et al. (2017) demonstraram a capacidade do Mycoplasma bovis, um
agente extremamente importante na medicina veterinaria, de escapar das NETs e
sobreviver ao sistema imune!?. Esta bactéria é responsavel por causar mastite, artrite e
pneumonia em bovinos, e foi demonstrado sua capacidade de induzir a liberacdo das
redes extracelulares quando em contato com neutréfilos destes animais. Além desta
capacidade de inducdo das redes, foi demonstrado também que a bactéria apresenta a
capacidade de liberar uma DNAse, que estaria degradando o DNA presente nas NETSs e
atuando como um mecanismo de escape da resposta imune, sendo um importante fator

de viruléncia, garantindo assim, a sobrevivéncia do microrganismo*?.

A capacidade de liberacdo de endonucleases como forma de subverter o sistema
imune tem sido descrito desde 2006, quando Buchanan et al. descreveu a capacidade de
espécies de Streptococcus pneumoniae liberarem DNAse para escapar do sistema imune
e das NETSs. Outro artigo também descreveu a bactéria S. Suis como sendo capaz de

liberar DNAse SSnA para evadir o sistema antimicrobiano mediado por NETs?6:127,

Além destes estudos envolvendo a capacidade de liberacdo de endonucleases por
bactérias, existem diversos estudos envolvendo esta capacidade de liberagdo por fungos.
As doencas fungicas sdo extremamente importantes no meio medico e, como Varios
estudos demonstram a capacidade de diversas espécies fungicas em induzir a liberagao
de NETs, a busca pela identificacdo da liberacdo de endonucleases por estes

microrganismos € de extrema importancia.

Dentre os fungos mais relevantes na pratica médica, encontra-se a C. albicans.
Diversos estudos tém demonstrado a interacdo deste microrganismo com o0 sistema
imune, inclusive mosntrando a capacidade desse fungo em induzir a liberagdo de NETs
por neutrdfilos humanos, tanto por sua forma de levedura quanto a de hifa’®®. Com a
descricdo desta liberacdo de redes em resposta ao fungo, foi verificado também, a
capacidade do préprio de escapar destas redes. Assim, as leveduras e hifas de C.

albicans sdo capazes de liberar DNAse e outras endonucleases para escapar das
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NETs™?®130 Um fato interessante demonstrado por um dos estudos é que as cepas de C.
albicans que colonizam os individuos HIV positivos tém maior potencial de atividade

da DNase, em comparagdo com aquelas isoladas de casos sem HIV12:13,

Além dos artigos envolvendo Candida, outros fungos foram estudados e suas
capacidades de liberarem DNAse também foi demonstrada, como pode ser identificado
para os fungos C. neoformans e C. gattii 132, Ja Bentubo et al. (2014), descreveram este
mecanismo de escape e sobrevivéncia em diversas espécies do fungo Trichosporon®3,
Estes estudos demonstram que os fungos, assim como outros microrganismos, liberam
DNAse extracelular para escapar da resposta do hospedeiro representada pelas redes

extracelulares, e dessa forma manter sua sobrevivéncia.

Como ja dito anteriormente, foi demonstrado que o P. brasiliensis possui
capacidade de induzir NETs 849121 Entretanto, um fato interessante demonstrado em
um dos trabalhos, foi a identificacdo de que a cepa virulenta do fungo (Pb18) poderia
estar induzindo NETs mais frouxas e delicadas, quando comparadas a cepa avirulenta
(Pb265). Foi lancada entdo, a hip6tese de que a cepa virulenta poderia estar liberando
uma DNAse-like, como mecanismo de escape da defesa do hospedeiro. Esta proteina
degradaria o DNA presente nas redes, permitindo a sobrevivéncia do fungo nos

tecidos™.

Desjardins et al. (2011) utilizando analises genéticas e técnicas de sequenciamento,
conseguiram realizar o sequenciamento de todo o genoma do Pb18 e do P. lutzzi, que
estdo presentes no genbank sob identificagdo ABKI00000000.2, e ABKH00000000.2
respectivamente’®*. Buscando possiveis genes que pudessem estar envolvidos com a
producdo de deoxiribonucleases pelo fungo, foi identificado possiveis regides
codificadoras de duas proteinas hipotéticas (PADG_11161 - Gene ID: 22587058 e
PADG_08285 - Gene ID: 22586608) com atividade de DNAse no genoma do fungo Pb
18 (ABKI100000000.2), e do P. lutzzi (ABKH00000000.2), pertencente ao complexo de
espécies Paracoccidioides, um gene de desoxiribonuclease hipotética (PAAG_07587 —
Gene ID: 909358549134

Sabendo-se que a PCM € uma doenga pulmonar de extrema gravidade e
importancia clinica em nosso pais, e que 0 mecanismo de escape das NETs por meio da
producdo de DNAse seria importante para a sobrevivéncia do fungo no organismo,

estudos para identificar esta proteina e seu papel no mecanismo de escape



das NETs sao fundamentais para a melhor compreenséo dessa interacdo do patdgeno

com o hospedeiro.
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