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1. Resumo

Estudos tém demonstrado que o reconhecimento inicial de microrganismos é
mediado por receptores celulares expressos em células da imunidade inata, denominados
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Assim, a interacdo entre moléculas de
superficie dos patdgenos e receptores homdlogos, presentes na membrana celular de
fagdcitos, modulam a fagocitose e a ativacao celular. Trabalhos tém demonstrado ainda a
importancia da estimulacdo de receptores toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4), receptores de
manose (MR) e dectina-1 de fagdcitos, tanto em infec¢Ges bacterianas como fungicas,
culminando ou nao com inducao de mecanismos microbicidas, bem como a producao de
vdrias citocinas. O reconhecimento fungico via dectina-1 pode induzir uma série de
respostas celulares protetoras contra fungos. Dessa forma, os objetivos do presente
estudo foram: 1) Avaliar a expressdo do receptor dectina-1 em mondcitos e neutrdfilos
humanos ativados com diferentes citocinas, e desafiados in vitro com P. brasiliensis; e 2)
Avaliar a participacao do receptor dectina-1 sobre a atividade de mondcitos e neutrdfilos
humanos ativados com diferentes citocinas, e desafiados in vitro com P. brasiliensis, por
meio da avaliagdo da recuperacao fungica e da producdo de peréxido de hidrogénio
(H,0,). Assim, mondcitos e neutrdfilos de individuos normais tratados ou ndo in vitro com
IFN-y, TNF-a e GM-CSF, foram desafiados com o P. brasiliensis (Pb 265), seguindo-se a
andlise da expressao do receptor dectina-1 pela técnica de citometria de fluxo, a
recuperacao fungica através da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) e
producdo de H,O, nas culturas celulares desafiadas com o fungo. Nossos resultados
demonstraram que tanto a cepa avirulenta do P. brasiliensis, bem como os tratamentos

com IFN-y, TNF-a e GM-CSF induziram aumento na expressao desse receptor em
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mondcitos. Os tratamentos das culturas de mondcitos e neutrdfilos com IFN-y, TNF-a. e
GM-CSF promoveram diminui¢dao na recuperagao de fungos vidveis dessas culturas, bem
como aumento na producdo de perdxido de hidrogénio. No entanto, ao tratarmos as
culturas com anticorpo monoclonal anti-dectina-1, para bloqueio da ligagdo do P.
brasiliensis ao receptor, identificamos diminuicao na producdao de H,O, e aumento na
recuperacao fungica. Esse efeito foi observado em todas as culturas tratadas com o
anticorpo  monoclonal especifico de bloqueio. Esses resultados demonstram o
envolvimento desse receptor no reconhecimento fingico e sua participacdao na inducao

dos mecanismos efetores contra o P. brasiliensis.

Palavras-chave: Mondcitos e neutrdfilos; Paracoccidoides brasiliensis; Receptor

dectina-1, Atividade fungicida; Peréxido de hidrogénio (H,0,).
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2. Introducao

Dentre as micoses sistémicas, a paracoccidioidomicose encontra-se restrita aos
paises da América Latina, sendo endémica em algumas regides do Brasil (Brummer et al.,
1993; Blotta et al., 1999). A infecdo fungica tem como agente etioldgico o Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis), um fungo imperfeito e dimdrfico, que se desenvolve como
levedura in vivo nos tecidos do hospedeiro ou quando cultivado a 37° C em meios de
cultura enriquecidos e, na forma de micélio, a temperatura ambiente, com variacdo de 4 a
28°C (Restrepo et al., 2005). A infeccdo provavelmente ocorre por meio da inala¢do de
propagulos do fungo que alcancam os pulmdes causando lesGes locais, que podem af
permanecer ou disseminar-se via linfo-hematogénica para outros érgaos como baco,
figado, adrenais, medula dssea, pele e mucosas (Franco et al., 1987; Brummer et al., 1993;

Shikanai-Yasuda et al., 2006).

O estabelecimento da doenca, sua disseminacao e gravidade dependerao de
fatores ligados ao fungo, como viruléncia e composicao antigénica, das condicbes
ambientais e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro, como idade, sexo, estado
nutricional, patriménio genético e o mais importante, sua capacidade de desenvolver
uma resposta imune (Franco et al.,1993). Em relacdo a este ultimo fator, estudos clinicos e
experimentais tém sugerido a interacao entre mecanismos inespecificos e especificos de
defesa que atuam na resisténcia ao P. brasiliensis (Franco et al., 1993, Calich et al, 1994;

Musatti et al., 1994; Peracoli et al., 1995).

A imunidade inespecifica ou inata apresenta grande importancia no combate a

fungos patogénicos, constituindo-se na primeira linha de defesa contra infeccdes, ja que
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reconhece um largo espectro de patdgenos sem necessidade de sensibilizacdo prévia.
Além disso, a ativacdo da resposta imune inata desencadeia a produ¢dao de uma rede de
citocinas, resultando em uma resposta inflamatdria e podendo ser um pré-requisito para
o desencadeamento da imunidade adquirida (Akira et al., 2001; Kokkinopoulos et dl.,

2005).

Entre os vdrios mecanismos naturais de defesa, as células fagocitarias
desempenham papel central na resisténcia ao P. brasiliensis, destacando-se a participacao
na reagao inflamatdria e na atividade fungicida. Em células da imunidade inata, o
reconhecimento inicial de microrganismos é mediado por receptores celulares presentes
na membrana celular de macréfagos, conhecidos como receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), que ao interagirem com moléculas especificas de superficie do parasita,
os PAMPs (padrées moleculares associados a patdgenos), modulam a fagocitose e a

ativacao da célula.

Esses PRRs possuem diferentes classes, havendo um interesse maior nos
receptores semelhantes a toll (TLR, Toll-like Receptor) e uma familia de lectinas do tipo-C
(CLRs), os quais parecem ter papel central na imunidade antifingica (Willment & Brown,
2008), levando a estimulacdo da fagocitose, atividade microbicida e producdo de
citocinas (Means et al., 2000; Underhill & Ozinsky, 2002; Roeder et al, 2004). As lectinas
do tipo C (C-typelectin receptors, CLRs) sdo uma grande familia de moléculas ligadoras de
carboidrato calcio-dependentes expressas em macrdéfagos, células dendriticas e outros
leucécitos (Willment & Brown, 2008). O receptor de manose (MR), os receptores Dectina-

1 e Dectina-2 sao exemplos de CLRs envolvidos na imunidade antifiingica, embora seus
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papéis e mecanismos nela ainda estejam sendo esclarecidos (Willment & Brown, 2008;

Drummond & Brown, 2013).

Os receptores dectina-1, membros do grupo V dos receptores de lectina do tipo - C,
altamente conservados entre camundongos e humanos, foram identificados
originalmente como moléculas especificas de células dendriticas (Drickamer, 1999;
Ariizumi et al., 2000; Zelensky & Gready, 2005; Saijo & Iwakura, 2011). Eles sdo codificados
por genes localizados na regiao telomérica do cromossomo 6 de camundongo, e no
cromossomo humano 12q, onde muitos genes lectinas do tipo C (C-type lectin genes)

estdo localizados e formam clusters (Saijo & Iwakura, 2011).

Esses receptores sdao proteinas transmembranicas glicosiladas do tipo Il com um
dominio extracelular de reconhecimento de carboidrato Unico (CTLD - C-typelectin-
likedomain) e possuem um dominio na sua porc¢do citoplasmética ITAM-like (Immuno
receptor tyrosine-based activation motifs), encontrado em muitos outros receptores,
através do qual a dectina-1 pode induzir sinal intracelular resultando em uma variedade de
respostas que compreendem a ativacao da fagocitose e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS)em resposta ao zimozan em macréfagos, neutrdfilos e células
dendriticas (Brown & Gordon, 2001; Gantner et al.,2003; Kennedy et al., 2007; Bauer et al.,

2008).

Além disso, outra funcao bem caracterizada do receptor Dectina-1 em resposta ao
zimozan é a producdo de mediadores lipidicos (Suram et al., 2006; Alvarezet al., 2010),
quimiocinas e citocinas pré-inflamatdrias como o TNF-a, IL-1j, IL-10, IL-6, IL-23, CCL2, CCL3
(Dennehy et al., 2009; Reid et al., 2009). Essa producdo é controlada por vdrias vias de

sinalizacao que tém extenso cross-talk com outras vias ativadas
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por diferentes PRRs, sendo essencial para uma imunidade antifiingica eficaz (Netea et al.
2006). Demonstrou-se recentemente que a producdo deIL-13, dependente de Syk,
requer colaboragao entre Dectina-1 e o inflamasoma NLRP3, que é ativado em resposta a
B-glucanas (como curdlan). Embora os detalhes moleculares desta via ainda estejam
sendo estudados, mostrou-se que a producao de ROS eum efluxo de potdssio sao
necessarios, e pode haver uma dependéncia parcial de TLR2 (Gross et al., 2009; Kumar et
al., 2009; Lamkanfi et al., 2009; Kankkunen et al., 2010; Said-Sadier et al., 2010). Também
foi identificada a participacao da dectina-1 na inducdo de proteinas supressoras da
sinalizacdo de citocinas (SOCS 1), descritas como inibidores negativos de receptores de
citocinas do tipo | e Il, que modulam negativamente a sinalizacdo de TLR e resposta de

células T (Eberle &Dalpke, 2012).

A dectina-1 é um dos principais receptores de reconhecimento de B-glucanas,
especialmente B-(1,3)-glucanas, podendo também reconher algumas outras moléculas
como ligantes endégenos de células T e ligantes de mycobacteria (Marakalala et al.,
2010). As P-glucanas sdo polissacarideos que podem estar presentes em algumas
bactérias e plantas (Brown & Gordon, 2001), além de serem o principal componente da
parede celular da maioria dos fungos sendo assim consideradas como os principais
PAMPs envolvidos na interacdo fungo-hospedeiro (Tsoni & Brown, 2008; Bowman & Free,

2006).

Os mecanismos pelos quais a dectina-1 reconhece esses carboidratos ainda nao
estdo esclarecidos, embora tenha sido demonstrado, que diferentemente dos outros
CLRs, ela é uma ligadora de carboidrato cdlcio-independente (Drummond & Brown, 2011).

Recentemente, constatou-se que uma nova B-glucana particulada isolada de
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Saccharomyces cerevisiae (Glyc 101) estimula dectina-1 e TLR2, induzindo a producdo de
TNF@ em macréfagos humanos e murinos, envolvendo a via classica de sinalizagao

tirosina quinase e ativacao de NF-kB (Roy et al., 2011).

Através de sua especificidade para B-glucanas, o receptor Dectina-1 pode
reconhecer uma variedade de espécies fungicas incluindo o Coccidioides (Viriyakosol et al.,
2005), Saccharomyces (Brown et al., 2003), Aspergillus (Hohl et al., 2005; Steele et al. 2005;
Gersuk et al., 2006), Pneumocystis (Steele et al.; 2003), Candida (Brown et al., 2003; Netea
et al., 2006; Gow et dal., 2007), Cryptococcus neoformans (Giles et al., 2009) e P. brasiliensis
(Bonfim et al., 2009). A caracterizacdo in vitro da interacdo desses organismos com
células isoladas primdrias e células transfectadas tém demonstrado que o receptor
dectina-1 pode induzir uma série de respostas celulares protetoras contra fungos, tais
como fagocitose e atividade fungicida, que sdo mediadas, pelo menos em parte, pela
inducdo do burst respiratdrio (Gantner et al., 2005; Steele et al.; 2003; Luther et al., 2007).
Essas interacbes também levam a indu¢do de numerosas citocinas e quimiocinas,
incluindo MIP-10, GM-CSF, G-CSF, TNF-ai, MIP-2, IL-1B, IL-10,, IL-23, IL-10, IL-2 e IL-6 também
em resposta aos fungos (Steele et al.; 2003; Brown et al., 2003; Rogers et al., 2005; Steele

et al.; 2005; Viriyakosol et al., 2005; Leibundgut-Landmann et al., 2007).

Na paracoccidioidomicose pouco se sabe sobre as fun¢bes do receptor dectina-1.
Bonfim et al. (2009) observaram que apds 30 minutos de desafio com P. brasiliensis,
ocorre um aumento na expressao de RNAm para os receptores TLR2 e dectina-1 em
resposta as células fungicas, principalmente em resposta a cepa avirulenta Pb 265.
Concluem que o reconhecimento do P. brasiliensis, internaliza¢ao e consequente ativacao

da reposta imune contra o fungo é mediada por TLR2, TLR4 e dectina-1; e que o
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reconhecimento preferencial de zimozan e Pb 265 seria realizado pelos receptores TLR2 e
dectina-1, com inducdo de concentra¢bes adequadas de IL-10, o controlaria a resposta
inflamatdria induzida por TNF-a e PGE2, favorecendo uma resposta imune controlada

benéfica para o hospedeiro.

Uma avaliagdo transcricional de células dendriticas murinas durante o periodo
inicial de interacdao celular com P. brasiliensis revelou que 299 genes envolvidos na
resposta imune, em trascricao, transducdo de sinais e apoptose foram diferencialmente
expressos. A andlise génica da expressao do receptor dectina-1 mostrou que o gene para
o receptor foi significantemente induzido, sugerindo que o receptor participa do

reconhecimento do P. brasiliensis (Tavares et al., 2012).

No entanto, existem alguns trabalhos conflitantes, demonstrando que o bloqueio
do receptor dectina-1 utilizando laminarina, que inibiria a ligacdo do P. brasiliensis ao
receptor, ndo alterou a resposta de macréfagos murinos C57BL/6 wild type e de linhagem
deficiente para MyD88, demonstrando que a producdo de TNF-o. em resposta ao P.
brasiliensis ndo foi afetada com o bloqueio do receptor. Esse mesmo estudo utilizando
linhagens deficientes para TLR2 e TLR4 também demonstrou niveis semelhantes de TNF-
o em resposta ao fungo quando comparado a animais wild type, concluindo que MyD88,
TLR2, TLR4 e dectina-1 ndo participam significantemente da induc¢do de citocinas em

resposta ao fungo (Gonzalez et al., 2008).

A andlise da fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por células dendriticas de
camundongos susceptiveis (B10.A) foi significantemente inibida na presenca de
laminarina, enquanto que a fagocitose de P. brasiliensis por células dentriticas de

camundongos resistentes (A/J) ndo foi alterada (Ferreira et al., 2007). Também foi
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observado que células dendriticas de camundongos resistentes produziam baixas
concentra¢bes de IL-10, IL-12 e TNF-a, enquanto células de animais susceptiveis
apresentavam resultados inversos, com altos niveis de TNF-a. e IL-10, sendo essa
producdo inibida na presenca de laminarina, indicando a participagao de TLR2 e dectina-1

na susceptibilidade ao fungo (Ferreira et al., 2007).

Em trabalho recente demonstramos que a IL-18 ndo possui acdo moduladora sobre a
expressdo do receptor dectina-1 na superficie de mondcitos e induz aumento de TNF-a e IL-
10 em mondcitos nao desafiados. Niveis mais elevados de IL-18 e IL-10 foram detectados
apos o desafio com a cepa virulenta (Pb 18), enquanto a cepa Pb 265 induziu uma maior
expressao do receptor dectina-1 e maior producao de TNF-a por mondcitos. No entanto,
apenas os niveis de TNF-a induzidos pelas cepas foram diminuidos apds bloqueio do
receptor dectina-1, utilizando-se anticorpo monoclonal especifico de bloqueio (Cestari et

al., 2013).

Assim, sabendo-se que na paracoccidioidomicose, uma resposta protetora contra
o P. brasiliensis depende de um padrao de resposta do tipo Th;, envolvendo como
principais citocinas o IFN-g, TNF-a e IL-12 (Moscardi-Bacchi et al., 1994; Calich et al., 1998;
Arruda et al., 2002; Romano et al., 2002, Calvi et al., 2003), e que a efetuacdo da resposta
seria representada principalmente pelas células fagocitarias, os mondcitos, macrdéfagos e
neutréfilos, que para o desenvolvimento de uma atividade fungicida eficiente,
necessitariam de sinais de ativacao fornecidos por citocinas, particularmente o IFN-g e
TNF-a e GM-CSF (Soares et al., 2001; Rodrigues et al., 2007), tornou-se extremamente

interessante a avalicao do papel do receptor dectina-1 nesse contexto.

19



Dessa forma, como neutrdéfilos e mondcitos possuem um envolvimento dinamico
na defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis, e sabendo-se da ja elucidada importancia
da dectina-1 no reconhecimento fungico e sua participacdo na imunidade antifingica em
outras infec¢des, entende-se que o estudo da interacdo do P. brasiliensis com o receptor
dectina-1 da superficie de fagdcitos humanos, nas condicbes ja descritas anteriormente
(Carmo et al., 2002; Calvi et al., 2003; Carmo et al., 2006; Rodrigues et al., 2007; Bordon-
Graciani et al., 2012), e a avaliacdo da participacdo deste receptor na inducdo de producdo
metabdlitos de oxigénio e consequentemente na atividade fungicida destas células
contra o P. brasiliensis, € de extrema importancia para um melhor entendimento das vias

de ativacao disparadas durante o confronto fungo-fagdcito.
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3. Objetivos

Obijetivo geral:

Avaliar o papel do receptor de B-glucanas dectina-1 sobre as fun¢des fungicidas

das células fagociticas humanas contra o Paracoccidioides brasiliensis.
Objetivos especificos:

1) Avaliar a expressao da dectina-1 por mondcitos e neutrdfilos humanos
ativados com TNF-a, IFN-y e GM-CSF, e desafiados in vitro com P. brasiliensis.

2) Avaliar a participacao da dectina-1 sobre a atividade de mondcitos e
neutrdéfilos humanos ativados com diferentes citocinas, e desafiadosin vitro com P.
brasiliensis, através da avaliacdo da recuperacdo fungica e produc¢ao de perdxido de

hidrogénio.
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4. Casuistica, Materiais e Métodos

4.1 Casuistica

Foram avaliados mondcitos e neutrdéfilos obtidos de 50 mL de sangue periférico de
individuos voluntdrios saudaveis, que foram convidados a participarem da pesquisa, entre
alunos do Curso de Ciéncias Biomédicas do Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu. O
consentimento dos individuos para participacdo no presente trabalho foi obtido apds
informacao e esclarecimento sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do formulario

de consentimento.

4.2. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu-UNESP (Of. 526/2012).

4.3 Cultivo e teste de viabilidade do P. brasiliensis

Foi utilizada a cepa 265 (avirulenta) de P. brasiliensis (Pb265), mantida em nosso
laboratdrio através de cultivo em meio GPY (glicose 1,5 %, peptona 1 % e extrato de

levedura 0,5 %) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm, por no minimo 6 dias de cultivo.

Apds o crescimento, as células fungicas foram coletadas da superficie de cultivo
através de alca de platina esterilizadas e transferidas para tubos estéreis contendo
pérolas de vidro de 4mm de diametro com aproximadamente 10 mL de meio RPMI, e
homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Apds isso, o
sobrenadante dessa suspensao foi coletado, e uma aliquota (100pL de suspensdo fungica

diluida em 9oopL de meio RPMI) foi utilizada para contagem em camara hemocitométrica
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tipo Neubauer utilizando microscdpio com contraste de fase. Foram consideradas como
células vidveis as que se apresentaram com aspecto brilhante (refringente), uma vez que
as células mortas apresentam-se com a parede escura. Foram utilizadas as suspensdes
que apresentarem pelo menos 95% de viabilidade (Soares et al., 2001). A concentracdo da
suspensdo flngica utilizada nos ensaios foi de 2x10* fungos vidveis/mL nas macroculturas,

estabelecendo-se uma relagdo fungo/mondcito de 1:50.

4.4 Coletas de sangue periférico

As coleta de sangue foram realizadas por biomédicos disponiveis em nosso
laboratdrio, nos dias agendados de acordo com o cronograma de desenvolvimento dos
experimentos do projeto, utilizando o sistema BD-Vacutainer e tubos a vacuo

heparinizados.

4.5 Isolamento e cultura de neutréfilos e mondécitos do sangue periférico

Foram preparados tubos falcon de 15 mL contendo: 4,5 mL de histopaque 1119 e
acima dele, 3mL de histopaque 1083 (todos da Sigma-Aldrich). Sobre esses dois diferentes
gradientes de densidades foram colocados lentamente 8mL de sangue. Em seguida, os
tubos foram centrifugados por 30 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente (25°C),
sem break e sem aceleracdo. Apds a centrifugacdo, houve a formacao de dois halos
celulares: o halo superior composto de células mononucleares (MO) e o halo inferior
composto pelos polimorfonucleares (PMN). Os halos superiores foram cuidadosamente
coletados em tubos falcon de 50 mL e o contelddo completado com aproximadamente 15
mL de meio RPMI. Apds a coleta do primeiro halo, os segundos halos também foram
coletados, acondicionados em outro tubo e nele adicionados também aproximadamente

15 mL de RPMI. Ambos os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm a 4°C.
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Verificada a formacdo de pellet de células, foi descartado todo o sobrenadante. Aos PMNs
foram acrescentados 3 ml de solu¢cao NaCl 0,2% gelada, para lise das hemadcias,
homogeneizado e acrescentados mais 3 ml de RPMI. Aos MOs foram acrescentados 6 mL
de RPMI simples. Novamente os tubos foram centrifugados nas mesmas condi¢des
anteriores. Ao final das lavagens, os pellets celulares obtidos foram ressuspendidos cada
um em 1mL de MCCC (meio de cultura completo de células), contendo RPMI acrescido de
10% de soro bovino fetal. Em seguida os mondcitos foram identificados e contados em
camara de Neubauer usando-se o corante vermelho neutro em diluicao 1:10 e os
neutrdfilos usando-se corante azul de Trypan 1:10 (aliquotas de 50ulL da suspensdo celular
foram diluidas em 450puL de corante). Foram utilizadas suspensées com viabilidade igual

ou superior a 95%.

Para andlise através de citometria de fluxo, as concentra¢bes de MO foram

acertadas para 1x10° células/mL, as de PMN para 2x10° células/mL e plaqueadas em placas

de cultura de 48 wells, de acordo com 0 protocolo.

Para avaliacdo da recuperacdo fungica e producao de peréxido de hidrogénio, MO e PMN
foram plaqueados em concentracao 2x10° células/mL em placas de cultura de 96 wells de

acordo com o protocolo.

As culturas de mondcitos foram incubadas por 2 horas em estufa a 37°C [ 5%CO,

para a aderéncia das células.

4.6 Tratamento das culturas celulares:

Apds o periodo de 2 horas para aderéncia, o sobrenadante das culturas de
mondcitos foi desprezado, e as culturas lavadas com meio RPMI-1640 para retirada das

células ndo aderentes. Todo procedimento foi realizado com muito cuidado, para que nao
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ocorresse perda células da monocamada de mondcitos. Assim, apds lavagem, as culturas
foram tratadas com: IFN-y, na concentra¢do de 250 U/mL; TNF-a, na concentra¢do de 500
U/mL e GM-CSF, na concentracdo de 250 U/mL, de acordo com o mapa de tratamento.

Todas as citocinas foram adquiridas da R&D System.

Quanto as culturas de neutrdfilos, apds isolamento, também foram tratadas com
as citocinas nas mesmas doses e ordens aplicadas aos mondcitos. Ambas as placas foram

incubadas por 18 horas em estufa a 37°C com 5% CO..

Duas horas antes do inicio do desafio com o fungo, as células foram tratadas ou
ndo com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 (Monoclonal Anti-Human Dectin-1/CLEC7A
Antibody, R&D Systems), para bloqueio do receptor e consequente avaliacdo da
participacdo individual da dectina-1 no reconhecimento do P. brasiliensis), de acordo com

0 mapa proposto.

4.7 Avaliacdo da expressao de dectina-1 da superficie de mondcitos e neutréfilos por

citometria de fluxo

Mondcitos e neutrdfilos isolados foram entdo incubados por 18 horas, na auséncia
ou na presenca de IFN-y (250 U/mL), TNF-a (500 U/mL) e GM-CSF (250 U/mL ) seguido do
desafio com a cepa avirulenta de P. brasiliensis, durante 4 horas. Para recuperacdo da
monocamada de mondcitos realizou-se lavagem dos Wells, apds colocacao das placas
sobre o gelo, e assim retiramos os sobrenadantes das placas de mondcitos e
armazenados em tubos de citometria devidamente identificados. Em cada well adicionou-
se 1mL de Isoton gelado e apds 5 minutos em geladeira, lavou-se vigorosamente cada
well, sempre coletando o sobrenadante e armazenando-os em seus respectivos tubos.

Esse processo foi repetido mais uma vez.
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Ja das placas de neutrdfilos, foram retirados os sobrenadantes e cada well foi
lavado duas vezes com 1mL de Isoton e os sobrenadantes armazenados em tubos de

citometria previamente identificados.

Todos os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1700 rpm. Apds isso,
verificou-se a formacao de pellet de células, e retirou-se com cuidado o sobrenadante. O
pellet foi ressuspendido passando os tubos rapidamente no vortex e foi iniciada a
marcacao com os anticorpos, tomando-se o cuidado de realizar a marca¢ao com a luz do
laboratdrio apagada. Os mondcitos foram marcados com CD14" conjugado com o
fluorocromo FITC (BD Pharmingen) e Anti-dectina-1 conjugada com fluorocromo PE
(AbDSerotec) , e um dos wells foi marcado com o controle negativo dos respectivos
fluorocromos utilizados. J& os neutréfilos, foram marcados com CD16" conjugado com
fluorocromo PerCP (BioLegend) e também Anti-dectina, e um dos wells com os controles

negativos dos fluorocromos.

Apds as marcacdes, os tubos foram deixados por 20 minutos no escuro para
incubacao e foi adicionado o fixador. Eles foram guardados tampados, em geladeira, por
no maximo 18 horas, para serem lidos pelo Citdbmetro de Fluxo modelo FACSCanto Il com
software FACSDiva, pertecentente ao Laboratério Imunologia de Tumores do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu. Os
multiparametros celulares foram analisas no software FLOWJo. Foi padronizada a
aquisicao de 10.000 eventos por amostra e foi otimizada a populacdo de interesse,
populacdo CD14+ (mondcitos) e CD16+ (neutrdfilos), estabelecendo-se gate (janela) com

base em parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC) e fluorescéncia. A expressao
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de fluorescéncia foi verificada por detectores especificos aos comprimentos de ondas

emitido pelos fluorocromos utilizados.

4.8 Bloqueio da ligacao do P. brasiliensis ao receptor dectina-1 utilizando-se anticorpo

monoclonal

A avaliacdo da participacao do receptor dectina-1 no reconhecimento do P.
brasiliensis e consequente producdao de H202 e recuperacdao fungica de MO e PMN
ativados ou nao com IFN-y, TNF-a e GM-CSF , foi realizada através da inibicao seletiva da
interacao do P. brasiliensis com o receptor dectina-1, utilizando-se tratamento prévio
destas células (2 horas antes do desafio com P. brasiliensis) com anticorpo monoclonal
especifico de bloqueio anti-dectina-1 (Monoclonal Anti-Human Dectin-1/CLEC7A Antibody,

R&D Systems).

Ensaios de padronizagao foram realizados para identificacdo da melhor dose de

anticorpo anti-dectina-1 para bloqueio do receptor, testando-se 3 diferentes doses do

anticorpo (0.75, 1.5 e 3.0 ug/mL).

4.9 Avaliacdo da recuperacao de P. brasiliensis das culturas

ApOds tratamento das culturas conforme itens 4.6 e 4.8, as culturas foram desafiadas
com Pb 265 por um periodo de 4 horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados, e as
monocamadas de mondcitos e neutrdfilos submetidas a diversas lavagens com dagua
destilada estéril gelada. Este processo permitiu que as células fossem removidas da placa,
lisadas, com consequente liberacdo dos fungos que foram, eventualmente, fagocitados. As

suspensOes obtidas através desse processo foram adicionadas aos sobrenadantes ja
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coletados e foram consideradas como culturas experimentais. O mesmo procedimento foi

realizado com as culturas controles, contendo apenas o fungo.

Ao final do processo, o material obtido, a partir das lavagens com dgua destilada,
das culturas controles e das culturas experimentais resultou em um volume de 2 mL.
Essas suspensdes, contendo fungos vidveis ou nao, foram homogeneizadas em agitador
de tubos tipo Vortex por 20 segundos, seguido de plaqueamento em duplicata de 100 pL
das suspensées em placas contendo meio de cultura BHI - dgar (OXOID LTD., England),
na concentracdo de 47g/L, acrescido de 4% de soro de cavalo, 50 ug/mL de gentamicina e
5% de extrato aquoso, preparado segundo o método de Kurita et al. a partir de filtrado de
cultura de células leveduriformes do fungo (cepa 192), cultivadas em meio GPY a 37°C e

com agitacdo (140 rpm) durante 7 dias.

A recuperacdo fungica foi detectada através da contagem das unidades
formadoras de col6nias (UFC) apds 10 dias de semeadura e calculada através da seguinte

férmula:

média das UFC das culturas experimentais

% derecuperacaofingica = X100

média das UFC das culturas controles

4.10 Determinacao da producao peréxido de hidrogénio (H,0,)

A producdo de H,0, foi determinada segundo o método descrito por Pick & Keisari

em 1980, e adaptado por Pick & Mizel em 1981.

Os sobrenadantes das culturas foram retirados e as células foram desafiadas com

0,imL de suspensdo de P. brasiliensis (Pb265), contendo 4x10* fungos/mL diluidos em
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solucdao vermelho fenol contendo 140mM de Nacl; 1omM de tampao fosfato pH 7; 5,5mM
de dextrose; 0,56mM de vermelho fenol; 0,01 mg/mL de peroxidade de raiz forte tipo I
(Sigma Chemical Co, ST Louis, MO, USA). Apds 4 horas de desafio com P. brasiliensis, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 0,01 ml de NaOH 1N. A absorbancia foi
determinada em leitor automatico de ELISA, com filtro de 620nm, contra um blank

constituido de solucao vermelho fenol e NaOH a 1N.

Os resultados da dosagem de H,0O, foram expressos em nanomols de H,0,/2x10°
células, a partir de uma curva-padrao estabelecida em cada ensaio, constituida de
concentrac6es nM conhecidas de H,0, em tampao vermelho fenol. Em nossas condicdes
experimentais as curvas foram realizadas com concentra¢des de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 € 8.0 nM

de H,0,.

4.1 Analise estatistica

A andlise estatistica, bem como a escolha dos testes de comparacao das varidveis
foram executados respeitando os pressupostos determinados pelos resultados,

caracteristicas e comportamento das varidveis de estudo.

Foram empregados os software SigmaStat 9.0 (Jandel Corporation) e GraphPad
Prism 5.00 (GraphPad) e o nivel de significancia adotado para todos os testes

empregados foi de 5%.
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5. Resultados

5.1 Avaliacdo da acdo do IFN-y, TNF-o. e GM-CSF sobre a expressao de dectina-1 em
mondcitos e neutroéfilos

5.1.1 Padroniza¢do da concentracdo ideal de anticorpos monoclonais para realizacdo de
ensaio de citometria

Visando identificar a acdao de diferentes citocinas como IFN-y, TNF-a. e GM-CSF na
expressdo do receptor dectina-1 em mondcitos e neutréfilos humanos desafiados com a
cepa Pb265 de P. brasiliensis, iniciamos nossos estudos avaliando a expressao desse
receptor nas diferentes coculturas.

Assim, antes do inicio dos experimentos realizamos ensaios para padroniza¢ao das
melhores doses dos anticorpos a serem utilizadas. Para avaliacdo da expressao de
dectina-1, utilizamos 3 diferentes doses (10, 5 e 3 uL) de anticorpos anti-dectina-1, sendo
identificado que a melhor dose para avaliacdo da expressao desse receptor, tanto em

mondcitos (fig. 1) como em neutrdfilos (fig. 2), foi o volume de 10uL.
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Fig. 1. Dot-plots e histograma representativos de um experimento de dois realizados, demonstrando a
dose ideal de Anti-Dectina (PE) para marcacdo de mondcitos.
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Fig. 2. Dot-plots e histograma representativos de um experimento de dois realizados, demonstrando a
dose ideal de Anti-Dectina (PE) para marca¢do de neutrdfilos.

Para avaliacdo da expressao do CD14 em mondcitos, e CD16 em neutrdfilos,
também utilizamos 3 diferentes doses (20, 10 e 5 ulL) de anticorpo anti-CD14, e 5
diferentes doses ( 5, 4, 3, 2.5 e 1.25 pL) de anticorpo anti-CD16. Identificamos que as
melhores doses para avaliacdo da expressao desses receptores, foi a de 10ul para anti-

CD14 em mondcitos (fig. 3), e de 3 uL para anti-CD16 em neutrdfilos (fig. 4).
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Fig. 3. Dot-plots e histograma representativos de um experimento de dois realizados, demonstrando a
dose ideal de anti-CD14 (FITC) para marcagdo de mondcitos.
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Fig. 4. Dot-plots e histograma representativos de um experimento de dois realizados, demonstrando a
dose ideal de anti-CD16 (PerCP) para marcacdo de neutrdfilos.

Esses ensaios foram analisados em Citdmetro de Fluxo modelo FACSCalibur (BD),
pertencente ao Laboratdrio de Citometria de Fluxo do Hemonlcleo Regional de Jad,

Hospital Funda¢ao Amaral Carvalho, na cidade de Jau - SP.

5.1.2 Avaliacao da acao do IFN-y, TNF-a. e GM-CSF sobre a expressao do receptor dectina-1

em monocitos e neutrofilos

Realizada a andlise de titulacdo das melhores doses de anticorpos a serem
utilizadas, iniciamos os experimentos utilizando mondcitos e neutrdfilos de individuos
normais, submetidos a diferentes tratamentos seguidos ou n3ao do desafio com P.
brasiliensis. As amostras foram adquiridas em citbmetro de fluxo BD FACSCanto I,
utilizando o software FACS Diva versao 6.1.3, no laboratdrio de Imunologia de Tumores
do Depto. de Microbiologia e Imunologia do IBB, UNESP. As amostras foram analisadas

no software Flow Jo versao X 10.0.6.
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Para cada amostra foi construido um gate inicial baseado nos parametros
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), e dentro deste gate foi gerado novo gate de
andlise single cells (FSC-A x FSC-H), onde os doblets foram excluidos. Dentro do gate
single cells de cada amostra, foi construido novo gate para mondcitos (CD14+) ou para
neutrdfilos (CD16+), na dependéncia do ensaio, e dentro dos mesmos foram analisados as

células positivas para receptor dectina-1.

Nossos resultados demonstram que mondcitos CD14+ apresentaram aumento na
expressao do receptor dectina-1 quando as células foram tratadas com IFN-y, TNF-a e
GM-CSF. O desafio realizado com P. brasiliensis durante 4 horas, com ou sem pré-ativacao
dessas células com TNF-a e GM-CSF, também promoveram aumento na expressao do

receptor. Esses dados foram comparados as células controles (fig. 5).
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Fig. 5. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de mondcitos (CD14+) tratados ou ndo com IFN-y na
concentra¢do de 250 U/mL, TNF-a (500 U/mL) e GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, seguido de desafio
ou nao com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas. * p<0,05 x MO (controle).

Ao avaliarmos as culturas de neutrdéfilos CD16+ que foram tratadas com IFN-y, TNF-

o e GM-CSF, seguido de desafio com P. brasiliensis, nao identificamos diferencas
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significativas entre os grupos (fig. 6). Notamos um pequeno aumento na expressdo do
receptor no grupo somente desafiado com P. brasiliensis, e no grupo tratado com TNF-a..
No entanto, pudemos identificar que a média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
detectada nos ensaios foi bem maior nas culturas de mondcitos CD14+ do que nas
culturas de neutrdfilos CD16+, demonstrando uma maior expressao desse receptor pelos
mondcitos, embora a porcentagem de células positivas para o receptor dectina-1 tenha

sido semelhante em ambas as linhagens celulares (dados ndo mostrados).
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Fig. 6. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de neutrdfilos (CD16+) tratados ou ndo com IFN-y na
concentra¢do de 250 U/mL, TNF-a (500 U/mL) e GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, seguido de desafio
ou nao com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas.

5.2 Avaliacdo da acdo do receptor dectina-1 sobre a recuperacdo flngica e producao de
peréxido de hidrogénio
5.2.1 Padronizacao da concentracdo ideal de anticorpo monoclonal anti-dectina-1 para a
determinacdo do bloqueio do receptor em mondcitos e neutréfilos

Para avaliacao da acao do receptor dectina-1 sobre a sobre a recuperacao fungica e

producao de perdxido de hidrogénio, realizamos inicialmente, ensaios para a
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padronizacao da melhor dose do anticorpo de bloqueio do receptor dectina-1 em
mondcitos. Para realizacdo desses experimentos foram testados 3 individuos, utilizando
as concentragdes de 0.75, 1.5 e 3ug/mL de anticorpo anti-dectina-1. Observamos que a
melhor dose de anticorpo para bloqueio foi detectada com a dose de 3ug/mL, tanto nas
culturas de mondcitos (fig. 7) quanto nas culturas de neutrdfilos (fig. 8). Nessa
concentragdo, atingimos a média de 53% e 46% de bloqueio de mondcitos e neutrdfilos,
respectivamente, dose que passou a ser utilizada nos experimentos subsequentes. Esses
ensaios foram avaliados no laboratério de Imunologia de Tumores do Depto. de

Microbiologia e Imunologia do IBB, UNESP.

190 J pecTING . DECTIN+
1118 |1| 88,4
80 || \
§ i
m -
- i [ | Sample Name Mame |Median : Comp-PE-A
E ] | ] Mono_Fifcs | CD14+ 863
D 40— || | mono_E3 fes CD14+ 2277
5 ] I| | [I| Mono_isotipa.jcs | Single Cails 124
] ||
I |r 1
2 §
3 '|
1 \
G [ A L B il [ '\r‘T'”‘ LR Lol BB Ll [

1
Iﬂ'ﬂ 10 11'.'2 1':!3 1L’|4 WE

Comp-PE-A:: DECTIN-1

Fig. 7. Histograma de sobreposicdo de um experimento representativo da Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) para receptor Dectina-1, de mondcitos (linha azul) ou mondcitos tratados com 3.0 pg/mL
(linha laranja) de anticorpo monoclonal anti-dectina-1. A linha vermelha representa MIF do controle isotipico.
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Fig. 8. Histograma de sobreposicdo de um experimento representativo da Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) para receptor Dectina-1, de neutrdfilos (linha azul) ou neutrdfilos tratados com 3.0
pg/mL (linha laranja) de anticorpo monoclonal anti-dectina-1. A linha vermelha representa MIF do controle
isotipico.

5.2.2 Avaliacao da acao do receptor dectina-1 sobre a recuperacdo fungica de mondcitos

e neutrofilos

Ap06s andlise da melhor dose de anticorpo anti-dectina-1 a ser utilizada nos ensaios
de bloqueio do receptor para avaliacao da participacao do receptor sobre a recuperagao
fungica das culturas, realizamos ensaios com mondcitos e neutrdfilos de individuos
normais, tratados com IFN-y, TNF-o. e GM-CSF, seguido de tratamento com anticorpo de
bloqueio anti-dectina-1 duas horas antes do desafio com P. brasiliensis, para avaliacao do

papel do receptor sobre a recuperacao fungica.

Na figura 9 (A, B e C) podemos visualizar nossos resultados que demonstram que
todas as citocinas, IFN-y, TNF-a e GM-CSF, foram capazes de diminuir a recuperacao
fungica do P. brasiliensis em culturas de mondcitos de individuos normais. O tratamento

somente com anticorpo monoclonal de bloqueio anti-dectina-1 induziu um aumento na
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recuperacao flngica nos grupos tratados, indicando a participacdo do receptor na

indu¢dao de mecanismos efetores contra o P. brasiliensis.
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Fig. 9. Porcentagem da recuperacdo fungica de mondcitos (Mo) tratados ou ndo com (A) IFN-y (250 U/mL),
(B) TNF-a (500 U/mL) e (C) GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, na presenca ou ndo de anticorpo
monoclonal anti-dectina-1 (AD) (3Bg/mL) e desafiados com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas.

*p<0,05 x MO.

Ao analisarmos nossos dados referentes as culturas de neutrdfilos (fig. 10),

também identificamos resultados semelhantes as culturas de mondcitos. O tratamento

com as citocinas IFN-y (fig. 10A), TNF-a (fig. 10B) e GM-CSF (fig. 10C) também foram

capazes de diminuir a recuperagdo fungica das coculturas. Além disso, o bloqueio do

receptor dectina-1 com anticorpo monoclonal especifico anti-dectina-1 induziu um

aumento na recuperacdo fungica dessas culturas (fig. 10), efeito esse também

identificado nas culturas de mondcitos.
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Fig. 10. Porcentagem da recuperacdo fungica de neutrdfilos (PMN) tratados ou ndo com (A) IFN-y (250
U/mL),(B) TNF-a (500 U/mL) e (C) GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, na presenca ou ndo de anticorpo

monoclonal anti-dectina-1 (AD) (3@g/mL) e desafiados com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas.
*p<0,05 x all.

5.3 Avaliacdo da acdo do receptor dectina-1 sobre a producdo de peréxido (H,0,) de

hidrogénio de mondcitos e neutréfilos

Na sequéncia dos experimentos, analisamos a producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) nas culturas de mondcitos e neutrdfilos de individuos normais, tratados
com IFN-y, TNF-a. e GM-CSF, seguido de tratamento com anticorpo monoclonal especifico
de bloqueio anti-dectina-1, duas horas antes do desafio com P. brasiliensis, para avaliacao

do papel do receptor sobre essa producao.

Nossos resultados demonstram que mondcitos desafiados com a cepa avirulenta
do P. brasiliensis (Pb 265) apresentaram aumento na producdo de H,0,. Nas culturas de
mondcitos tratados com IFN-y (Fig. 11A), TNF-a. (Fig. 11B) ou GM-CSF (Fig. 11C), e

desafiadas ou ndo com P. brasiliensis, também identificamos aumento nos niveis desse
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metabdlito em relagdo as culturas controles. No entanto, essa produgdo foi diminuida

quando as culturas foram tratadas com anticorpo monoclonal especifico de bloqueio anti-

dectina-1.
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Fig. 11. Producdo de Perdxido de Hidrogénio (H,0,) por mondcitos (MO) tratados ou ndo com (A) IFN-y (250
U/mL),(B) TNF-a (500 U/mL) e (C) GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, na presenca ou n3o de anticorpo
monoclonal anti-dectina-1 (AD) (3 pg/mL) e desafiados com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas.

*p<0,05 x all
Em relagdo as culturas de neutrdfilos também identificamos resultados
semelhantes as culturas de mondcitos, quando neutréfilos somente desafiados com P.
brasiliensis ja apresentaram aumento na producao de H,0,, e quando tratados com IFN-y

(Fig. 12A), TNF-a (Fig. 12B) ou GM-CSF (Fig. 12C), e desafiadas ou ndo com P. brasiliensis,
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também demonstraram aumento nos niveis desse metabdlito em relagdo as culturas
controles. Dado facilmente identificado é a capacidade de producao de H,O, por

neutrdéfilos, que se mostraram muito maiores do que os niveis produzidos por mondcitos.
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Fig. 12. Producdo de Peréxido de Hidrogénio (H,0,) por mondcitos (MO) tratados ou ndo com (A) IFN-y (250
U/mL),(B) TNF-a (500 U/mL) e (C) GM-CSF (250 U/mL) durante 18 horas, na presenca ou ndo de anticorpo

monoclonal anti-dectina-1 (AD) (3 pg/mL) e desafiados com a cepa Pb265 de P. brasiliensis por 4 horas.
*
p<0,05 x all
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6. Discussao

Desde que foi proposto que o sistema imune inato poderia reconhecer padroes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) através da interacdo com receptores
expressos pelas células do hospedeiro, chamados de receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs), muitas familias de PRRs tem sido descritas e caracterizadas. Dentre as
vdrias classes de receptores, encontra-se o receptor Dectina-1, que é altamente expresso
na membrana de mondcitos, macréfagos, neutrdfilos e células dendriticas (Brown &
Gordon, 2001; Taylor et al., 2002; Huang et al., 2009), podendo também ser encontrado
em subpopula¢ées de células T (Brown & Gordon, 2003). Esses sdo os principais
receptores de reconhecimento de B-glucanas, especialmente -(1,3)-glucanas, principais
componentes da parede celular da maioria dos fungos, que compreendem, na realidade,
cerca de 60% do peso seco da parede celular fingica, sendo assim consideradas como os
principais PAMPs envolvidos na interacdo fungo-hospedeiro (Tsoni & Brown, 2008;

Bowman & Free, 2006).

No entanto, embora seja bem aceito que o receptor Dectina-1 € um proeminente
ativador da fagocitose, do burst respiratério (producao de ROS) em fagdcitos, além da
producdo de mediadores inflamatdrios (Brown & Gordon, 2001; Gantner et al.,2003; Suran
et al., 2006; Bauer et al., 2008; Dennehy et al., 2009; Reid et al., 2009; Alvarez et al., 2010;
Drummond & Brown, 2013) em camundongos, o papel desse receptor
em fagdcitos humanos ainda é incerto, uma vez que os estudos apresentam dados

conflitantes (Kennedy et al., 2007 ; van Bruggen et al., 2009;Drummond & Brown, 2011).
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Na paracoccidioidomicose pouco se sabe sobre as funcdes do receptor dectina-1.
Os trabalhos que avaliaram a participacdo desse receptor utilizaram diferentes
protocolos e os resultados indicam a participacdo do receptor no reconhecimento
fingico e na inducdo da producao de citocinas como TNF-a e outras citocinas (Bonfim et
al., 2009; Tavares et al., 2012; Cestari et al., 2013). No entanto, também existem dados
indicando a participacdo do receptor na susceptibilidade ao P. brasiliensis (Ferreira et al.,

2007; Gonzalez et al., 2008).

Assim, tornou-se extremamente interessante a avaliacao do envolvimento desse
receptor no disparo de mecanismos efetores de fagdcitos humanos contra o P.
brasiliensis. Dessa forma, os objetivos do presente estudo se justificam em funcao de
resultados anteriores de nosso grupo de pesquisa que demonstraram que mondcitos e
neutréfilos humanos desenvolvem atividade fungicida eficiente contra o P. brasiliensis
somente apds ativacdo com diferentes citocinas como IFN-y, TNF-a e GM-CSF (Carmo et
al., 2002; Calvi et al., 2003; Carmo et al., 2006; Rodrigues et al., 2007; Bordon-Graciani et
al., 2012). Essa atividade foi decorrente de uma maior producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,), metabdlito responsavel pelo killing do P. brasiliensis, sendo que a cepa
avirulenta (Pb 265) foi sempre capaz de induzir maior ativacdo da producdo de H,0, e da
producdo de citocinas como o TNF-a (Calvi et al., 2003; Carmo et al., 2006; Rodrigues et

al., 2007; Bordon-Graciani et al., 2012).

Nossos resultados do presente estudo demonstraram que tanto a cepa avirulenta
do P. brasiliensis (Pb 265), bem como os tratamentos com IFN-y, TNF-a e GM-CSF
induziram aumento na expressao do receptor dectina-1 em mondcitos. Esses tratamentos

também promoveram diminui¢do na recuperacdo de fungos vidveis dessas culturas e
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aumento na producao de H,0,, como ja observado em estudos anteriores. No entanto,
esse efeito foi revertido quando realizamos bloqueio da ligacdo do P. brasiliensis ao
receptor, utilizando tratamento das culturas com anticorpo monoclonal especifico de
bloqueio anti-dectina-1, identificando diminuicdao na producdo de H,0, e aumento na

recuperacao fungica nas culturas tratadas.

Assim, analisando resultados anteriores da literatura tentando correlacionar os
varios resultados com a possivel participacdao do receptor dectina-1, identificamos que
Moscardi-Bacchi et al. (1994), utilizando mondcitos e macréfagos humanos normais,
verificaram que estas células permitem o crescimento e a multiplicacao intracelular do P.
brasiliensis. Essa ideia é reforcada por estudos que avaliaram a capacidade fungicida de
macréfagos alveolares de pacientes. Nos individuos que apresentavam teste intradérmico
positivo a paracoccidioidina, os macréfagos mostraram capacidade de degradar o fungo,
enquanto que nos pacientes com paracoccidioidina negativa, essa atividade nao foi
detectada, indicando que nos pacientes com resposta imune celular adequada, os
macréfagos estariam sendo ativados, passando a apresentar atividade contra o fungo

(Goihmann-Yahr et al., 1990).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a IL-18 possui uma acao importante
sobre o aumento da expressdo de TLR4 e receptor de manose (MR) em mondcitos
humanos (Dias-Melicio et al., 2011a) e um papel modulador negativo sobre os mecanismos
efetores contra o P. brasiliensis, uma vez que essa citocina foi capaz de promover
condi¢bes favoraveis ao crescimento fungico, sendo esse efeito relacionado com o

reconhecimento do P. brasiliensis via MR, que dispararia mecanismos supressores de
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resposta, causando aumento do crescimento do P. brasiliensis no interior das células

(Dias-Melicio et al., 2011b).

Trabalhos anteriores de nosso grupo mostraram que a pré-incubacao de
mondcitos somente com IFN-y ndo induz essas células a uma eficiente atividade fungicida
contra cepa virulenta do P. brasiliensis (Pb 18). Essa atividade contra a cepa virulenta é
adquirida somente apds pré-incubacdo com TNF-a, TNF-o0 mais IFN-y, ou GM-CSF (Carmo
et al., 2002; Calvi et al, 2003; Bordon-Graciani et al., 2012). Quando as células sdo
desafiadas com cepa de baixa viruléncia, a pré-ativacao apenas com IFN-y é suficiente
para aquisicao de uma eficiente atividade fungicida, demonstrando que na dependéncia
da cepa utilizada, o processo de ativacao das células fagocitarias pode necessitar de sinais
dados por diferentes citocinas. Em relacdo aos mecanismos através dos quais os
mondcitos e macrdfagos ativados exercem sua atividade contra o fungo, outros estudos
do grupo demonstraram que a acao fungicida de mondcitos humanos ativados com TNF-

a envolve a geracdo de metabdlitos do oxigénio como a H,0, (Carmo et al., 2006).

Em trabalho recente, avaliamos a participacao da IL-18 sobre a expressao do
receptor dectina-1 por mondcitos humanos desafiados com P. brasiliensis, e identificamos
que a IL-18 nao possui acdo moduladora sobre a expressao do receptor dectina-1.
Observamos também que a cepa Pb 265 induziu uma maior expressao do receptor
dectina-1 e maior producao de TNF-a por mondcitos que foram diminuidos apds bloqueio
do receptor dectina-1, utilizando-se anticorpo monoclonal especifico de bloqueio (Cestari

etal., 2013).

Calvi et al. (2003), estudando pacientes com paracoccidioidomicose, verificaram

que a producdao de TNF-a por mondcitos infectados, in vitro, com a cepa de menor
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viruléncia (Pb 265), era mais elevada em comparacdo a cepa virulenta (Pb 18). Além disso,
niveis mais elevados dessa citocina apresentaram correlacdo com a maior atividade
fungicida dos mondcitos, demonstrando a importancia do TNF-o. nesse mecanismo. Da
mesma forma, a incuba¢do de mondcitos humanos com IFN-y mais fragao de parede do P.
brasiliensis rica em B-glucana, induziu essas células a uma maior producdo de TNF-o. com

consequente aquisicdo de maior atividade fungicida (Dos Anjos et al., 2002).

Segundo Figueiredo et al. (1993), tanto cepas de P. brasiliensis quanto fracdes da
parede celular, ricas em B-glucanas sao capazes de induzir niveis elevados de TNF-a,
sendo possivel sua deteccao em soro de camundongos inoculados por via intraperitoneal
com o fungo. As frag¢bes e a B-glucana purificada estimularam a secre¢ao in vitro de TNF-a
por macréfagos murinos, sugerindo que essa citocina é produzida em resposta ao P.

brasiliensis e regulada por varios constituintes da parede celular do fungo.

Dessa forma, nossos resultados corroboram os dados anteriores e demonstram o
envolvimento do receptor dectina-1 nas respostas ja descritas contra o P. brasiliensis.
Assim, na dependéncia da cepa e consequentemente do receptor inicialmente ativado, ou
MR ou dectina-1, dentre outros, poderemos encontrar diferentes respostas que podem

causar aumento ou diminui¢ao da resisténcia contra o P. brasiliensis.

Em relagdo aos neutrdfilos, obtivemos resultados semelhantes aos observados
para mondcitos. Os tratamentos com IFN-y, TNF-a e GM-CSF também promoveram
diminuicdo na recuperacao de fungos vidveis das culturas e aumento na producao de
H,0,, niveis esses muito superiores aos produzidos pelos mondcitos. Esse efeito também
foi revertido quando bloqueamos a ligacdao do P. brasiliensis ao receptor, utilizando

tratamento das culturas com anticorpo monoclonal especifico de bloqueio anti-dectina-1,
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identificando diminuicdao na producdao de H,O, e aumento na recuperacdo fungica nas

culturas tratadas.

A necessidade de um processo de ativacao de neutrdfilos para destruicao de P.
brasiliensis também tém sido detectada em alguns trabalhos. McEwen et al. (1987),
demonstraram que neutrdfilos de camundongos sensibilizados com P. brasiliensis e
estimulados com o fungo morto por via intraperitoneal, apresentaram maior atividade
fungicida in vitro. No entanto, outros estudos mostraram que neutrdfilos humanos nao
ativados apresentam atividade fungistdtica (Kurita et al., 1999) e fungicida contra o P.
brasiliensis (Kurita et al., 2005). Esses efeitos antifingicos foram significativamente
aumentados ap0s a ativagao com IFN-y, IL-1 e GM-CSF, sendo que as citocinas TNF-a e IL-8

ndo apresentaram efeito sobre essas atividades (Kurita et al., 1999; Kurita et al., 2000).

Nosso grupo, realizando trabalho semelhante com o objetivo de avaliar o
efeito de citocinas como IFN-y, TNF-a, GM-CSF (Rodrigues et al., 2007) e IL-15 (Tavian et
al., 2007) sobre a atividade fungicida de neutréfilos humanos desafiados in vitro com cepa
de alta viruléncia do fungo, demonstrou que neutrdfilos ndo ativados ndao desenvolvem
atividade antifungica. No entanto, uma significativa atividade fungicida é obtida apds a
incuba¢ao com IFN-y, TNF-o. ou GM-CSF e IL-15. Adicionalmente, os resultados mostraram
a participacao do anion superéxido e H,O0, como moléculas efetoras dos neutrdfilos

ativados contra o fungo.

No entanto, embora o bloqueio do receptor dectina-1 com anticorpo monoclonal
especifico de bloqueio tenha resultado em diminui¢cdo da producdo de H202 e aumento
da recuperacao fungica, os resultados do presente estudo ndao demonstraram diferencas

na avaliacdo da expressao do receptor dectina-1 em neutrdfilos, nas diferentes condices
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experimentais, além de observarmos que a média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
dessas culturas foram muito menores do que as apresentadas pelas culturas de

mondcitos.

Esses resultados trazem novo conhecimento, demonstrando diferengas entre as
linhagens celulares analisadas, indicando que a expressao do receptor dectina-1 em
neutréfilos ndo sofre modulacao pelas diferentes citocinas, além de apresentarem uma

média de intensidade de fluorescéncia muito menor do que a observada em mondcitos.

Podemos hipotetizar que como o receptor dectina-1 esta envolvido na ativacao da
producdo de metabdlitos do oxigénio, e gracas a grande capacidade dessas células em
gerarem esses radicais, como observamos nos resultados referentes a producao de H,0,,
que foram muito maiores aos niveis produzidos por mondcitos, a ndo modulacdo do
receptor pelas diferentes citocinas poderia ser um controle celular de resposta de
neutréfilos, que ao disponibilizar uma quantidade menor de receptores, ndo teria a
ativacdo de uma resposta tdo intensa, que provavelmente poderia ser deletéria ao

hospedeiro.

Além disso, foi descrito recentemente outro mecanismo altamente sofisticado,
que os neutrdfilos lancam mdo na destruicao de patdgenos, que é a formacdo de redes
extracelulares (Neutrophil Extracellular Traps - NETs) compostas por proteinas derivadas
do citoplasma celular e por DNA (Brinkmann et al., 2004). O mais importante indutor de
NETs, muitas vezes utilizado como controle positivo para liberacdo das redes
extracelulares é o PMA, um ativador sintético da familia de enzimas PKC, responsaveis
diretas pela ativacao de NADPH oxidase e producdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS). Estes produtos aparentam ser importantes na geracdo das NETs, uma vez que ROS
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“scavengers” foram capazes de inibir a producdo das NETs (Fuchs et al., 2007; Raad et al.,
2009). Corroborando esses achados, também foi identificado que pacientes portadores
de doenca granulomatosa crdnica, que ndao possuem NADPH oxidase funcional, também
nao foram capazes de gerar NETs, sendo esta capacidade restaurada apds terapia génica
(Bianchi et al., 2009).

As NETs possuem duas funcdes efetoras importantes na imunidade contra os mais
diferentes patégenos. As redes extracelulares podem somente aprisionar o patdgeno,
impedindo a disseminacdo do mesmo, ou podem ainda ter uma a¢ao microbicida direta
sobre os microrganismos apds aprisionamento. A possivel atividade microbicida direta
das NETs tem sido demonstrada para alguns microrganismos (Buchanan et al., 2006;
Urban et al., 2006; Bianchi et al., 2009; Pilsczek et al., 2010).

Recentemente identificamos que o P. brasiliensis é capaz de induzir a formacao
dessas redes in vitro (Bachiega et al., 2013a), além da identificacdo dessas estruturas em
lesdes tegumentares de pacientes com paracoccidioidomicose (Della Coletta et al., 2013).
Além disso, essas NETs induzidas pelo fungo apresentaram efeito fungicida contra o P.
brasiliensis (Bachiega et al., 2013a). Em trabalho mais recente identificamos que a geracao
das NETs em resposta ao P. brasiliensis foi mediado pelo receptor dectina-1, uma vez que
ao bloquearmos o receptor com anticorpo monoclonal especifico de bloqueio anti-
dectina-1 antes do desafio com o fungo, observamos que a quantidade de DNA
extracelular era significantemente diminuida, demonstrando entdo, diminuicdo na
formacdo das NETs (Bachiega et al., 2013b).

Assim, as citocinas IFN-y, TNF-o, GM-CSF sdo capazes de induzir grandes
quantidades de H,0,, que atuariam de forma direta sobre o killing do P. brasiliensis, além

de induzir a formacao das NETs através de estimulo dado pela geracao do metabdlito. As
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NETs formadas também apresentariam uma atividade fungicida contra o P. brasiliensis,
como ja demonstrado por Bachiega et al. (2013a).

No entanto, por se tratar de um mecanismo de morte celular denominado de
NETose com formacdao de NETs, disparado com envolvimento do receptor dectina-1
(Bachiega et al., 2013b), acreditamos mais uma vez em um controle celular de resposta de
neutréfilos, que aconteceria através da contencao da expressao do receptor dectina-1,
regulando todo o processo. Esses dados dao suporte a nossa hipdtese, no entanto, até o
momento, nao existem dados de literatura que déem respaldo a essa idéia.

Dessa forma, com o conhecimento gerado a partir desse estudo conseguimos
propor que como a cepa de baixa viruléncia (Pb 265) apresenta grande quantidade de -
glucana na composicdo de suas paredes, quando comparada com a cepa virulenta (Pb
18), a inducdo de uma resposta inflamatdria bastante intensa como j& observada em
estudos anteriores (Silva et al., 1994; Carmo et al., 2002; Calvi et al., 2003; Carmo et dl.,
2006; Rodrigues et al., 2007; Bordon-Graciani et al., 2012), seria mediada através da
ligacao preferencial do fungo com receptores dectina-1 expressos nas membranas de
fagdcitos e dessa forma disparar os mecanismos efetores contra o fungo, como a H202

com consequente diminui¢do da recuperagao fungica.
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7. Conclusao

A partir dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir que:
O receptor dectina-1 estd envolvido com a producdo de H,0, e consequente

atividade fungicida de mondcitos e neutrdfilos ativados ou ndao com IFN-y, TNF-a e GM-

CSF.
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