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Reoumo

Resumo

Os receptores “toll-like” (TLR) s&o importantes no reconhecimento de patégenos por
um hospedeiro e conseqlentemente para a ativagéo da resposta imune inata. Evidéncias
clinicas e experimentais mostram que defeitos nesses receptores ou em suas vias de
sinalizagdo deixam o hospedeiro suscetivel a varios tipos de infec¢éo. Ja foi demonstrado
que o TLR2 e o TLR4 estao envolvidos no reconhecimento de vérios fungos, como Candida
albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e Saccharomyces cerevisiae, entretanto
nao ha informagdes disponiveis sobre a participagdo dos TLRs no reconhecimento do
Sporothrix schenckii. O S. schenckii € um fungo termodimérfico causador da esporotricose,
uma infecgdo micética caracterizada pelo comprometimento da pele e tecidos subcuténeos;
em algumas ocasides, como em pacientes imunocomprometidos, pode induzir lesdes em
orgaos. Os mecanismos de defesa, principalmente a imunidade mediada por células, sao
importantes na resisténcia a infeccao. O objetivo deste trabalho foi verificar o papel do TLR4
na resposta dos macréfagos ao S. schenckii, empregando camundongos defectivos na
expressao de TLR4 (C3H/Hed) e camundongos controle (C3H/HePas), através da avaliacao
de mediadores imunolégicos produzidos pelas células peritoneais dos camundongos, da
expressao de proteinas acessorias ao TLR4 e da avaliacdo da apoptose destas células
durante dez semanas. A producdo dos intermediarios reativos do oxigénio, determinada
através da técnica de reducdo do vermelho de fenol, revelou que os camundongos
defectivos na expressdo do TLR4 produziram menores concentragdes de H,O, que os
camundongos TLR4 normais. Nestes, as maiores concentragées de H.O. foram induzidas
pela presenca do extrato lipidico da fase miceliar do S. schenckii. No entanto, a produgéo de
oxido nitrico (NO) e das citocinas ocorreu em maiores niveis quando estimulados pelo
antigeno lipidico da fase leveduriforme, uma vez que quando o fungo se instala no
hospedeiro permanece na forma de levedura. A producdo de NO e das citocinas IL-1, TNF-a
e IL-10 secretadas nos sobrenadantes das culturas celulares também foi menor nos
camundongos C3H/HedJ, sugerindo um papel para este receptor na sinalizagdo destas
citocinas. Entretanto, a produgdo de IL-12p70 e TGF-p secretadas nos sobrenadantes das
culturas celulares foi maior nos camundongos C3H/Hed, sugerindo que o TLR ndo medeia
esta via de sinalizacdo ou que a célula dispbe de outros mecanismos para estes
mediadores, a fim de compensar a baixa producdo de NO, IL-1, TNF-a e IL-10. Resultados
diferentes, porém, foram encontrados na determinacéo das citocinas intracelulares, em que
todos os mediadores testados (IL-1, IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-B) foram observados em
menores concentragbes nos camundongos defectivos na expressdo do TLR4, reforgando a
participagéo deste receptor no reconhecimento do S. schenckii. Concordando com estes

resultados, a determinagdo da translocagdo do NF-kB, que é o fator de transcricao que



Reoumo

sinaliza para a producéo das citocinas, também foi menor nos camundongos deficientes no
TLR4. A translocacdo para o nucleo e a ativagdo do NF-kB também séo resultados do
reconhecimento de antigenos pelo TLR4. A expressdo das proteinas acessérias para a
sinalizagdo através do TLR4, o MD-2 e CD14, também foi menor nos camundongos
deficientes no TLR4, como era esperado. Embora a expressdao destas proteinas nos
camundongos TLR4 normais nao tenha sido muito alta, foi suficientemente maior para que
houvesse uma maior produgdo dos mediadores imunoldgicos nestes animais do que nos
TLR4 deficientes. Além das fungbes no sistema imune inato, a sinalizagao via TLR4 pode
ativar também a apoptose dos macréfagos. Um agente infeccioso pode induzir apoptose nas
células de defesa do hospedeiro a fim de minimizar os efeitos deletérios destas células
sobre ele. Assim, avaliamos a apoptose nas células peritoneais dos camundongos durante o
estudo e foi observado que as células dos camundongos defectivos na expressao do TLR4
também sofrem menos apoptose que as células dos camundongos controle, o que pode ser
devido a menor producdo de H,O,, NO e TNF-a, que sdo mediadores imunolégicos com
papel conhecido na indugao de apoptose. De forma geral, os resultados aqui apresentados
sugerem fortemente um papel do TLR4 no reconhecimento e indu¢cdo de uma resposta
imune ao S. schenckii.

Palavras chave: esporotricose, TLR4, resposta imune, per6xido de hidrogénio, éxido nitrico,
citocinas, apoptose



Abstract

Toll-like receptors (TLR) are important to pathogen recognition by a host and to the
subsequent triggering of an innate immune response. Experimental and clinical evidence
show that defects in TLR or in signaling pathways downstream from these receptors render
hosts susceptible to various types of infection. TLR2 and TLR4 are involved in recognition of
several fungi, such as Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus and
Saccharomyces cerevisiae. However, no information is available about TLR recognition of
Sporothrix schenckii. S. schenckii is a thermally dimorphic fungus, the causative agent of
sporotrichosis, a mycotic infection characterized by frequent involvement of the skin and
subcutaneous tissues; occasionally, it may also produce lesions of the internal organs mostly
reported among immunocompromised hosts. Immune defense mechanisms, particularly cell-
mediated immunity have been reported to be important in infection resistance. The aim of
this study was to assess the role of TLR4 in the response of macrophages to S. schenckii,
using TLR4-deficient mice (C3H/Hed) and control mice (C3H/HePas), evaluating
immunological mediators produced by exudate peritoneal cells, TLR4 accessory protein
expression, and apoptosis of these cells over a period of ten weeks. Reactive oxygen
intermediates production was determined through phenol red oxidation method and has
revealed that TLR4-defective mice produced lower levels of H,O, than TLR4 normal mice. In
these animals, higher H,O, concentrations were seen when lipid extract obtained from S.
schenckii mycelium was used. However, nitric oxide (NO) and cytokine production occurred
in higher levels when cells were challenged with lipid extract from S. schenckii yeast cells,
which is the morphotype found in the host during infection. NO and cytokines such as IL-1,
TNF-a and IL-10 production in culture supernatants were also lower in C3H/Hed mice,
suggesting a role for TLR4 through cytokine signalization. Nevertheless, IL-12p70 and TGF-
produced in culture supernatants were higher in C3H/Hed mice, suggesting TLR4 is not
involved in these cytokine signaling or cells may have other mechanisms to induce the
production of these mediators, in order to compensate low production of NO, IL-1, TNF-a and
IL-10. Different results were found when these cytokines were detected intracellularly. All
cytokines (IL-1, IL-12, TNF-q, IL-10 and TGF-R) were seen in lower levels in TLR4 deficient
mice cells, reinforcing a role of this receptor in S. schenckii recognition. In agreement to
these results, NF-kB (a nuclear transcription factor that mediates cytokine production)
translocation into the nucleus was also lower in TLR4-deficient mice. NF-kB translocation
into the nucleus and activation are also results from antigen recognition by TLR4. Expression
of CD14 and MD-2, accessory proteins to TLR4 signaling pathway, was also lower in TLR4-
deficient mice, as expected. Although CD14 and MD-2 expression have not been so high, it

was sufficient to induce higher production of immunological mediators in C3H/HePas mice. In
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addition to innate immune functions, TLR4 signaling can also trigger macrophage apoptosis.
An infectious agent may induce cell apoptosis in order to reduce/inhibit the injurious effect
over them. Thus, we evaluated peritoneal cells apoptosis during S. schenckii infection and
we found that TLR4-deficient mice cells are less susceptible to apoptosis than control mice
cells. This may be due to the lower H,O,, NO and TNF-a production, that are immunological
mediators known to have a role in apoptosis induction. These results strongly suggest TLR4

involvement in recognition and immune response stimulation to S. schenckii.

Key words: sporotrichosis, TLR4, immune response, hydrogen peroxide, nitric oxide,
cytokines, apoptosis



1. Introducao

A esporotricose € uma infeccdo subaguda ou crénica causada pelo fungo termo-
dimorfico Sporothrix schenckii. A infecgdo normalmente ocorre devido a inoculagao do fungo
na pele ou tecido subcutaneo, através de pequenos ferimentos ou traumas. O fungo pode
permanecer restrito ao local da inoculagéo, pode disseminar para os linfonodos adjacentes
ou, ocasionalmente, disseminar via hematogénica causando doenca multifocal ou
disseminada. A infecgdo envolvendo outros 6rgaos ocorre normalmente em individuos
imunocomprometidos, que favorece a disseminacdo hematogénica do fungo (RIPPON,
1988; KAUFFMAN, 1999).

O primeiro evento durante a resposta imune inata nos mamiferos é a ativagao dos
macréfagos, que fagocitam os patégenos invasores e secretam citocinas que medeiam
outros eventos da resposta imune.

Estd bem estabelecido que os receptores “toll-like” (TLRs) sdo capazes de
discriminar entre uma variedade de patégenos e sdo como sentinelas do sistema imune
inato (BEUTLER et al., 2006). Entre esta familia, o0 TLR4 tem sido extensivamente estudado.
Ao ligar-se ao seu ligante prototipo, o lipopolissacarideo (LPS), ele induz uma cascata de
sinalizagao que envolve os adaptadores MyD88 (“myeloid differentiation primary response
gene 88”) (KAWAI et al., 1999) e Mal ("MyD88 adapter-like protein”, também chamado de
TIRAP - “Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein”) (FITZGERALD
et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2002), terminando na ativacdo do fator de transcricao NF-
kB e na produgao de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) e a interleucina (IL)-6 (YU et al., 1997; POLTORAK et al.,, 2000; ALEXANDER e
RIETSCHEL, 2001; BEUTLER et al., 2001). A producdo destas moléculas, que sao
essenciais para o inicio da resposta imune, deve ser rigorosamente controlada, pois
qualquer excesso pode levar a um resultado indesejavel, como a sindrome do choque
séptico no caso do TNF-a (BEUTLER et al., 1985; LIU e MALIK, 2006).

Apbs a estimulagdo antigénica, o TLR ativa a célula a fim de produzir mediadores
inflamatorios. Este processo € mediado por uma via dependente da sinalizagao intracelular
através do MyD88, levando a transloca¢ao do NF-kB do citoplasma para o nucleo. Este por
sua vez induz a transcricdo de moléculas de adesao, citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-a e
interferon gama (IFN-y), quimiocinas e peptideos antimicrobianos importantes para o
processo inflamatorio, direcionando assim a eliminagdo do microorganismo invasor (MAY e
GHOSH, 1998; AKIRA, 2003).

Seguindo a ativagdo do sistema imune, fortes sinais pré-inflamatérios sao gerados,
induzindo inflamacdo e ativagcdo das defesas do hospedeiro. Apdés a eliminagdo do
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microorganismo invasor, sinais anti-inflamatérios subseqlentes sdo responsaveis pela
resolugao do processo inflamatorio estabelecido anteriormente (DE WAAL MALEFYT et al.,
1991). Estes sinais s&o cruciais, ndo somente para o retorno do sistema imune ao balango
homeostatico, mas também para a protecdo do organismo hospedeiro contra os efeitos
deletérios da inflamagéo exagerada e para o subseqliente reparo tecidual.

A sinalizagao dependente do TLR4 requer a presenga de proteinas ligadoras de LPS
(LBP), que atuam como opsoninas, € da molécula acesséria CD14 soluvel ou de membrana,
que atua como um receptor desta opsonina (ADEREM e ULEVITCH, 2000; AKASHI et al.,
2000a; FAURE et al., 2000; LANDMANN et al. 2000; MEDZHITOV e JANEWAY Jr., 2000).
Outra molécula importante para o complexo de sinalizagdo do TLR4 é o MD-2, uma proteina
secretada (SHIMAZU et al., 1999), que se liga ao dominio extracelular do TLR4 e facilita a
ativagao do NF-kB mediada pelo LPS (AKASHI et al., 2000b; YANG et al., 2000).

Alguns estudos tém sugerido também que a estimulagédo do TLR2 pode resultar na
inducao de apoptose por ativar sinais pré-apoptéticos (ALIPRANTIS et al., 2000; LOPEZ et
al., 2003; INTO et al., 2004).

A apoptose € um processo de morte celular programada que é essencial na
manutengao da homeostase dos tecidos dos mamiferos (STELLER, 1995), sendo que o seu
papel nas doencgas infecciosas tem sido amplamente estudado. Trabalhos com células
mononucleares de pacientes com malaria ou esquistossomose, quando desafiadas in vitro
com antigenos do parasita, levam a apoptose destas células (TOURE-BALDE et al,
1996;TOURE-BALDE et al., 2000; CARNEIRO-SANTOS et al., 2000).

Os macrofagos desempenham papel importante no inicio, manutengéo e resolucao
das respostas inflamatérias no hospedeiro. Entretanto, nem sempre os macréfagos
desempenham um papel positivo, algumas vezes podem ser perigosos, principalmente nas
situacdes em que produzem quantidades excessivas de radicais livres, enzimas liticas e
citocinas inflamatérias (NATHAN et al., 1980). Isso sugere que os macréfagos devem ser
alvo de um controle regulatério rigoroso. A apoptose poderia ser um mecanismo bastante
eficiente para este controle, como pode ser observado no controle de células T (RADVANYI
et al., 1993), células B (NISITANI et al., 1993) e granulocitos (HASLETT, 1992)

Os camundongos C3H/Hed sdo defectivos na expressdo do TLR4 devido a uma
mutacao pontual na porcao citoplasmatica do TLR4, onde houve a troca de uma prolina por
uma histidina na posicédo 712 da cadeia peptidica (POLTORAK et al., 1998; HOSHINO et al.,
1999), o que resulta em uma resposta defectiva ao LPS (HOSHINO et al. 1999). Assim,
empregamos estes camundongos em nossos experimentos e também camundongos nao
deficientes no TLR4 (C3H/HePas) infectados com células leveduriformes do Sporothrix
schenckii cepa 1099-18 para avaliarmos o papel deste receptor na esporotricose

experimental.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Sporothrix schenckii e esporotricose

O primeiro caso de esporotricose foi descrito por Benjamin Schenck em 1898, que
isolou a amostra de um paciente com abscesso de tecido subcutaneo no Hospital John
Hopkins em Baltimore (SCHENCK, 1898) e enviou para o micologista Erwin F. Smith que
identificou 0 microorganismo como pentencente ao género Sporotrichum. O segundo relato
desta micose foi feito por Hektoen e Perkins em 1900 que classificaram o agente etiologico
como Sporothrix schenckii. Em 1907, Lutz e Splendore registraram o primeiro caso de
infeccdo natural pelo S. schenckii em animais e também demonstraram que era possivel
cultivar a levedura in vitro (LUTZ e SPLENDORE, 1907). Porém, o dimorfismo apresentado
por este fungo s6 foi demonstrado mais tarde, em 1961, por Howard.

Sendo um fungo termodimérfico o S. schenckii apresenta duas formas: a de micélio e
a de levedura. No meio ambiente ou em laboratério, em temperaturas variando de 25°C a
30°C, o fungo S. schenckii cresce na forma de micélio ou bolor. O organismo cresce
prontamente em meios de cultura padrao, como o agar dextrose Sabouraud, em alguns dias
até semanas, formando col6nias de cor branca ao creme, que se tornam escuras a negras e
subseqlentemente enrugadas com o passar das semanas (KAUFFANN, 1999). A forma
miceliar saprofitica € caracterizada por hifas delgadas, hialinas, septadas e hifas
ramificadas, contendo conidiéforos estreitos, cujo apice forma uma pequena vesicula, com
os conidios organizados em grupos, lembrando pétalas de uma flor (LOPES-BEZERRA et
al., 2006). In vivo, a 37°C, S. schenckii esta presente como levedura. Nesta forma o
organismo se reproduz por brotamento e ndo forma conidios. Tipicamente a forma de
levedura tem de 4 a 6um de diametro e freqlientemente apresenta forma de charuto. In vitro,
a 37°C, é convertido a forma de levedura em meios suplementados, como o caldo infusao
de cérebro e coracdo ou agar sangue suplementado com glicose e cisteina (KAUFFMAN,
1999).

O dimorfismo no S. schenckii é dependente das vias de sinalizagdo transmembrana
que respondem a densidade celular (BETANCOURT et al., 1985; RESTO e RODRIGUEZ-
DEL VALLE, 1985), pH do meio, temperatura (RODRIGUEZ-DEL VALLE et al., 1983),
concentracdo de calcio intracelular (ALSINA e RODRIGUEZ-DELL VALLE, 1984; RIVERA-
RODRIGUEZ ¢ RODRIGUEZ-DEL VALLE, 1992; SERRANO e RODRIGUEZ-DEL VALLE,
1992, RODRIGUEZ-DEL VALLE e RODRIGUEZ-MEDINA, 1993), nucleotideos ciclicos
(RODRIGUEZ-DEL VALLE et al., 1984) e efetores da proteina quinase C, como os forbol
ésteres (COLON-COLON et al., 1993).
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Fatores geoclimaticos, como elevada altitude, alta quantidade de chuvas, alta
umidade do ar e temperaturas amenas, sao favoraveis para o crescimento do S. schenckii
(AGARWAL et al., 2008). Assim, a esporotricose € uma importante micose cuténea
endémica, de distribuicdo mundial, encontrada principalmente em regides de clima
temperado ou tropical (BELKNAP, 1989; BARROS et al., 2003). Na América do Sul, a
doenca ocorre com maior freqiiéncia no outono Umido ou verao (LOPES et al., 1999).

O agente etiolégico da esporotricose estd presente na natureza, especialmente no
solo, e na maioria das vezes penetra no hospedeiro através da pele, por meio de alguns
incidentes traumaticos como cortes, espetadas, abrasdes ou picada de insetos (URABE e
HONBO, 1986). O solo, plantas e matéria vegetal em decomposicdo sdo usualmente
reservatdrios do fungo infecgao. A esporotricose nao precisa de fatores predisponentes para
se desenvolver, pode afetar qualquer idade, sexo ou raga, sendo mais comum, entretanto,
em homens adultos, principalmente devido a exposi¢cdo ocupacional e recreacional. Esta
micose foi relatada em varios trabalhadores, como fazendeiros, horticultores, jardineiros,
floristas, trabalhadores de florestas, manufatura de papel, mineradores, tratadores de
animais, veterinarios e trabalhadores de laboratério (BELKNAP, 1989; MORRIS-JONES,
2002). A esporotricose em crianga € rara, sendo a freqiiéncia relatada variando de 3% a
60% (CARRADA-BRAVO, 1988; PAPPAS et al., 2000).

A transmissao zoonética também tem sido relatada na literatura, através de picadas
ou arranhbdes de roedores, papagaios, caes, gatos, cavalos e tatus (SCHUBACH et al.,
2001; MORRIS-JONES, 2002). Além disso, a inalacdo, a aspiragdo ou a ingestao do fungo
pode induzir uma infeccao sistémica nos hospedeiros suscetiveis (BELKNAP, 1989). Ha
uma crescente incidéncia das formas disseminadas da esporotricose no Brasil,
principalmente devido a transmissao zoonética da doenga (LIMA BARROS et al., 20083;
WELSH, 2003; SCHUBACH et al., 2005; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

A esporotricose tem varias formas de manifestacédo clinica: 1) linfatica, 2) localizada
cutanea fixa, 3) multifocal (disseminada) cuténea, e 4) extracutanea (RIPPON, 1982;
BELKNAP, 1989; DA ROSA et al., 2005). A forma clinica mais freqliente (cerca de 80% dos
casos) é a linfocuténea. Inicia-se como uma lesdo nodular ou ulcerada no local da
inoculagdo do fungo e segue via vasos linfaticos regionais caracterizada por lesdes
nodulares que ulceram (LOPES BEZERRA et al., 2006). Na forma cuténea fixa, o fungo
permanece confinado ao local de inoculagdo, o que geralmente reflete alta imunidade do
hospedeiro e € mais comum em éareas endémicas (BELKNAP, 1989). As formas cuténea
disseminada e extracutdnea tém sido observadas principalmente em pacientes
imunocomprometidos, com doencas hematoldgicas, diabetes mellitus, uso de drogas
imunossupressoras, infecgédo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou em individuos

com histoérico de abuso do alcool. Entre as formas extracutaneas, as mais comuns sao a
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osteoarticular e a pulmonar, mas ha relatos de disseminagdo hematogénica com
envolvimento de mudltiplos érgaos, como os olhos e o sistema nervoso central (RIPPON,
1982; BIBLER et al., 1986; BELKNAP, 1989; KAUFFMAN, 1999; KAUFFMAN et al., 2000;
ROCHA et al., 2001; CARVALHO et al.,, 2002; SILVA-VERGARA et al., 2005; LOPES-
BEZERRA et al., 2006 ).

A variedade de apresentagfes clinicas da esporotricose bem, como a regressao
espontdnea da doenga em alguns casos, sugere que a patogenia da infecgdo esta
intimamente ligada aos mecanismos de defesa do hospedeiro (RAMOS-ZEPEDA e
GONZALEZ-MENDONZA, 1986); no entanto, ainda se conhece muito pouco sobre os
aspectos da interagéo parasita-hospedeiro (TORRES-MENDONZA et al., 1997).

Além do estado imunolégico do hospedeiro, outros fatores como a via de infecgao,
carga fungica inoculada e fatores de viruléncia do fungo tém sido relacionados ao
desenvolvimento das diversas formas clinicas (TACHIBANA et al., 1998). O tamanho do
indculo in vivo desempenha um importante papel (RIPPON, 1988). Um pequeno inéculo
implantado através de pequenas lesdes envolvendo contato com solo, plantas e vegetais em
decomposigéo, pode induzir imunidade e permitir ao hospedeiro controlar a infecgdo. Um
inbculo maior e mais profundo poderia resultar em infeccdo localizada ou linfatica,
dependendo de ter ou ndo havido contato prévio com o fungo (CHAROENVIT e TAYLOR,
1978; TRAVASSOS e LLOYD, 1980; RESTREPO-GUTIERREZ et al., 1993).

Algumas caracteristicas do fungo também sdo responsaveis pelo desenvolvimento
das formas clinicas. Kong et al. (2006) demonstraram que cepas de S. schenckiiisoladas de
esporotricose disseminada, quando inoculadas em camundongos, levam ao inicio da
doenca mais cedo e lesdes mais graves do que as cepas isoladas de esporotricose
linfocutanea. Estes isolados de lesées linfocutaneas, por sua vez, induzem a doenca mais
cedo e lesbes mais graves do que as cepas isoladas de esporotricose cutanea fixa.
Fernandes et al. (1999) observaram diferencas na composicdo da parede celular fungica de
acordo com o tempo de cultura em agar dextose Saboraud; essas diferengcas podem
contribuir para as diferentes formas clinicas. Os conidios de culturas mais recentes foram
mais virulentos e induziram doenca sistémica aguda; foi observado que essas culturas
apresentaram maior teor de ramnose na parede celular. Isso sugere que as diferencas na
composicao da parede celular podem influenciar o desencadeamento da infecgdo. A
variacdo na propor¢cao ramnose:manose na parede celular fungica indica diferengas na
expressao de glicoconjugados na superficie celular. Os residuos de ramnose no peptideo-
polissacarideo do S. schenckii sdo conhecidos por serem 0s principais epitopos antigénicos
presentes na superficie da célula fungica (LLOYD e TRAVASSOS, 1975; LOPES-ALVES et
al., 1994). Diferengas na composigdo da parede celular parecem influenciar também em
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outras infecgdes fungicas clinicamente importantes como aquelas causadas pela Candida
albicans (MENCACCI et al., 1994) e Cryptococcus neoformans (KOZEL, 1995).

Embora tenha sido observada uma clara correlagéo entre a patogénese do fungo S.
schenckii e a composicdo de agucares da parede celular, outros fatores ou outros
componentes da parede celular podem também influenciar o curso da infeccédo
(FERNANDES et al., 1999).

O componente lipidico da superficie celular do fungo também desempenha papel
importante na patogénese desta micose, inibindo o processo fagocitico e induzindo a
liberagdo de NO e de TNF-a em cultura de macréfagos (CARLOS et al., 2003). O ergosterol
isolado da membrana do fungo S. schenckii na forma de levedura pode estar relacionado a
sua viruléncia, como um mecanismo de evaséo das espécies reativas do oxigénio durante a
fagocitose, formando o ergosterol peroxido (SGARBI et al., 1997).

Além dos polissacarideos, as enzimas extracelulares também podem contribuir para
a viruléncia do S. schenckii. A capacidade do S. schenckii de invadir a pele e tecidos
cutaneos sugere a presenca de proteases como fatores para a invasao dos tecidos. Neste
sentido, Tsuboi et al. (1987) observaram que duas proteases (protease | e Il) sdo secretadas
pelo S. schenckii no meio de cultura, e sédo capazes de hidrolisar o extrato c6rneo humano,
colageno tipo | e elastina, que sdo componentes naturais da pele. Do mesmo modo, 0
tratamento topico das lesdes murinas com os inibidores de proteases, Chymostatine
Pepstatin, levou a supressao da formagao do nédulo e também a sua regressao mais rapida
(LEI et al., 1993). Também foi observada uma resposta de anticorpos dirigidos contra estas
duas proteases (YOSHIIKE et al., 1993).

Moléculas de &cido sidlico também podem contribuir para a viruléncia do S.
schenckii. As células leveduriformes do fungo possuem dupla camada rica em residuos de
acido sialico, enquanto que as hifas possuem apenas uma. Estes residuos protegem as
células da fagocitose por macréfagos peritoneais em camundongos. Estes residuos podem
ainda ser liberados, formando agregados que interagem com os anticorpos e outros
elementos do sistema imune, deixando o fungo livre para proliferar e invadir os tecidos (ODA
et al., 1983).

A presencga de melanina também tem sido relacionada a viruléncia de varios fungos
patogénicos. No S. schenckii a melanina parece proteger os conidios de danos oxidativos
por radicais livres e luz ultravioleta e também confere alta resisténcia a fagocitose pelos
macréfagos (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). As células leveduriformes também podem
produzir pigmentos semelhantes a melanina in vivo e in vitro, 0 que também pode estar
relacionado a viruléncia (MORRIS-JONES et al., 2003). A presenga de melanina no C.
neoformans reduz a sua suscetibilidade a anfotericina B (VAN DUIN et al., 2002). No S.
schenckii também pode reduzir a eficacia do tratamento (MORRIS-JONES et al., 2003).
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A termo-tolerancia também parece ser um fator importante para o desenvolvimento
de algumas forma clinicas. Alguns trabalhos demonstraram que cepas de S. schenckii
isolados de lesdes extracutaneas parecem ter algum(ns) fator(es) de viruléncia que os
permite causar lesédo visceral, uma vez que estes isolados extracutaneos crescem muito
bem in vitro a 37°C, enquanto muitos dos isolados de lesdes cutlneas e linfocutaneas nao
foram capazes de crescer a 37°C in vitro (KWON-CHUNG, 1979; DE ALBORNOZ et al.,
1986; TACHIBANA et al., 2001)

Diferengas nos gendtipos do S. schenckii também podem estar associadas a
distribuicdo geografica, a viruléncia e as diferentes formas clinicas da infecgao (ISHIZAKI et
al., 1996; ISHIZAKI et al., 1998).

A andlise do DNA mitocondrial (mtDNA), por RFLP (“restriction fragment lenght
polymorphism”), € um método util para a identificagdo, taxonomia, e epidemiologia do S.
schenckii e tem sido empregada no Japao e Costa Rica (SUZUKI et al., 1988; TAKEDA et
al., 1991; ISHIZAKI et al., 1996). Estes estudos permitiram classificar amostras clinicas de
S. schenckii em dois grandes grupos, os quais sao divididos num total de 24 tipos e 9
subtipos (LIN et al., 1999). Os resultados destes estudos demonstraram que os isolados do
grupo A sao predominantemente da América do Norte, América Central e América do Sul,
enquanto que todos os isolados do grupo B pertencem a China, assim como a maioria das
amostras obtidas do Japao, Australia, Coréia e Espanha (SUZUKI et al., 1988; TAKEDA et
al., 1991; KAWASAKI et al., 1997; ISHIZAKI et al., 2004).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na prevencao e controle da esporotricose
micose ainda nao estdo completamente elucidados. Estudos anteriores demonstraram que a
imunidade celular, seja mediada por neutréfilos ou por mondcitos, desempenha um
importante papel na protecao do hospedeiro contra este fungo (CUNNINGHAM et al., 1979).
Tachibana et al. (1999) demonstraram que a imunidade adaptativa contra o fungo S.
schenckii é expressa por macréfagos ativados pelas células T. O papel desempenhado pela
imunidade humoral na esporotricose continua incerto, a caracterizacdo dos antigenos
fungicos ativos durante a infeccdo poderao permitir melhor compreensao da importancia da
resposta de anticorpos (NASCIMENTO e ALMEIDA, 2005).

Alguns dos antigenos do fungo podem estar relacionados a resposta imune gerada
durante a infecgdo, como os exoantigenos, que sado antigenos celulares liberados no meio
de cultura (POLONELLI e MORACE, 1982) e os antigenos de superficie celular do fungo S.
schenckii, que induzem também a producao de anticorpos e sdo antigenos presentes tanto
na forma miceliar quanto na de levedura (CASTILLO et al., 1990).

A interagao direta do S. schenckii com os macrofagos foi demonstrada em modelo
experimental de esporotricose crbnica, na qual houve formacao de nédulos testiculares apés

a infeccdo intraperitoneal dos camundongos. Estes nédulos continham grupos de células
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polimorfonucleares e macréfagos com fungos fagocitados. As leveduras permaneceram
viaveis nestes n6dulos por até de 6 meses (HIRUMA et al., 1988). Porém ainda nao se sabe
que fator(es) das leveduras possa(m) ser responsavel(eis) pela longa sobrevida das
leveduras nesta infecgédo cronica.

Schubach et al. (2001) demonstraram que os estudos histopatoldgicos de 70
bidpsias de pele revelaram infiltrado inflamatério consistindo de células mononucleares e
polimorfonucleares, predominantemente macréfagos e neutréfilos. Em 2,8% dos casos, os
agregados de macrofagos estavam bem definidos e circundados por linfécitos e células
polimorfonucleares, formando granulomas bem desenvolvidos.

Trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério com esporotricose
experimental disseminada demonstraram a existéncia de um periodo em que a resposta
imune celular do hospedeiro fica mais comprometida com conseqiiente agravamento da
doenga, devido a redugdo da produgdo das citocinas IL-1 e TNF-o por macréfagos
estimulados com o antigeno soltuvel do S. schenckii (CARLOS et al., 1992; CARLOS et al.,
1994). Estudos mais recentes (MAIA et al., 2006) demonstraram também a participagéo dos
linfocitos Th1 e Th2, sendo estes Ultimos envolvidos na resposta humoral a essa infecgao

micotica.

2.2. Receptores “Toll-like”

As células do sistema imune apresentam em sua superficie receptores responsaveis
pelo reconhecimento dos produtos microbianos, conhecidos como receptores de
reconhecimento de padrbes (“pattern-recognition receptor” - PRR), que sdo componentes
importantes da imunidade inata (JANEWAY, 1992). Estes receptores reconhecem padrdes
moleculares conservados (“pathogen-associated molecular patterns” — PAMPSs), comuns
entre grandes grupos de microorganismos (AKIRA et al., 2001).

Nos ultimos anos varios PRRs foram identificados. Entre eles, a familia de receptores
“Toll-like” (TLR) foi identificada em humanos e camundongos (MEDZHITOV et al., 1997).

A proteina Toll foi inicialmente descrita nas moscas das frutas, a Drosophilla
melanogaster, como um receptor transmembrana tipo | com um papel importante no
desenvolvimento dorso-ventral dos embriées dessas moscas. Ja a associacao de Toll com a
defesa antimicrobiana foi inicialmente observada em Drosophila sp. por Lemaitre et al.
(1996). As moscas deficientes em Toll sucumbiram rapidamente a infeccao através de
agulhas contaminadas com uma suspensao contendo conidios de Aspergillus fumigatus. Em
seguida, um homologo deste receptor Toll (conhecido como “Toll-like receptor 4” — TLR4) foi
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demonstrado em mamiferos, estando relacionado a indugdo da expressdo de genes
envolvidos nas respostas inflamatérias (MEDZHITOV et al., 1997).

Os TLRs desempenham papel importante na imunidade contra varios agentes
infecciosos. Até agora, pelo menos 11 TLRs foram identificados em humanos e 13 em
camundongos, sendo fundamentais no reconhecimento dos PAMPs (HURST e VON
LANDENBERG, 2008).

Quando séo ativados pelos patégenos os TLRs iniciam uma cascata de sinalizagao
intracelular que resulta na produgdao de varias citocinas proé-inflamatérias e fatores
imunomodulatérios podendo inclusive em alguns casos induzir também uma resposta imune
adaptativa (O'NEILL e BOWIE, 2007).

Nos mamiferos os TLRs reconhecem padrées especificos dos componentes
microbianos que s&o conservados entre o0s patdégenos e ndo estdo presentes nos
mamiferos, percebendo assim a invasdo de varios microorganismos estranhos como
bactérias, fungos, protozoarios e virus (TAKEDA e AKIRA, 2004).

Em 1998 Poltorak et al. demonstraram que o TLR4 estd envolvido no
reconhecimento do LPS, o principal componente da parede celular das bactérias Gram-
negativas. O gene TLR4 esté localizado na mesma regido em que o locus Lps (locus génico
da irresponsividade a endotoxina) estd mapeado, assim, o TLR4 é o produto génico que
regula a resposta ao LPS (HOSHINO et al., 1999). Porém, trabalhos mais recentes tém
demonstrado que tanto o TLR4 quanto o TLR2 estao relacionados a defesa do hospedeiro
contra fungos como Candida albicans (ROEDER et al., 2004), A. fumigatus e A. niger
(MEIER et al., 2003), e também no reconhecimento do polissacarideo do fungo
Cryptococcus neoformans (SHOHAM et al., 2001). Outros membros da familia TLR sao
essenciais para o reconhecimento de uma variedade de componentes microbianos
(TAKEDA et al., 2003) como lipoproteinas e peptidoglicanos (TLR2 em combinagdo com o
TLR1 e TLR6)(HIRSCHFELD et al., 2000; ALIPRANTIS et al., 1999; HAJJAR et al., 2001),
flagelina (TLR5), RNA (viral) dupla fita (TLR3) e DNA bacteriano (motivos CpG, pelo TLR9).
O TLR4 também permite a sinalizacdo em resposta a estimulos inflamatérios nao-
infecciosos como HSP60 (“heat shock protein”) (OHASHI et al., 2000) e peptideos de
fibrinogénio (SMILEY et al., 2001).0 reconhecimento do LPS requer outras moléculas além
do TLR4. O LPS liga-se as proteinas ligadoras de LPS (LBP — LPS “binding protein”)
presentes no soro, e este complexo LPS-LBP é subseqlientemente reconhecido pelo CD14,
uma molécula ancorada pelo glicosilfosfatidilinositol expressa preferencialmente em
mondcitos/macréfagos e neutréfilos, que reconhece uma variedade de produtos
microbianos, inclusive aqueles de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus e
fungos, desempenhando um papel essencial na resposta celular aos patdégenos
(LANDMANN et al., 2000). A estimulacdo pelo LPS ¢é seguida pela aproximacéo fisica entre
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CD14 e TLR4, sugerindo que o CD14 e o TLR4 possam interagir na sinalizagdo do LPS
(JIANG et al., 2000; DA SILVA CORREIA et al., 2001). CD14 participa do reconhecimento
dos microorganismos, no entanto ndo é essencial para ativagdo celular (DELUDE et al.,
1995). A proteina miel6ide de diferenciagcao-2 (MD-2) foi identificada como uma molécula
que se associa a porgcao extracelular do TLR4 e aumenta a responsividade ao LPS
(SHIMAZU et al., 1999; AKASHI et al., 2000). Os macréfagos, as células dendriticas e as
células B de camundongos deficientes em MD-2 apresentam respostas ao LPS bastante
prejudicadas (NAGAI et al., 2002).

Apods o reconhecimento dos PAMPs, uma cascata de eventos de sinalizagao
intracelular é ativada, o que culmina na indugao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-
a, IL-6, IL-1B e IL-12 (MIGGIN e O’'NEILL, 2006).

Como mostrado no Esquema 1, a via de sinalizagao intracelular do TLR4 inicia-se
com a interagdo com uma proteina adaptadora MyD88 que recruta outras proteina-quinases
levando a ativagdo do NF-xB (MUZIO et al., 1997; BURNSM et al.,1998, MEDZHITOV et al.,
1998).

Esquema 1: Via de Sinalizacdo do Receptor Toll-like 4 (TLR4). O TLR4 reconhece padrdes especificos dos
componentes microbianos levando a ativagéo sequencial de MyD88 e TRIF. MyD88 é um adaptador essencial
para a resposta inflamatéria. O LPS pode induzir também a ativagéo das moléculas de sinalizagdo, MAP quinase
e NF-xB, em uma via independente de MyD88. A segunda fase da sinalizagéo através de MAPK e NF-xB é
necessaria para a produgao de citocinas pro-inflamatorias. (Esquema extraido de WATTS, C. Location, location,
location: identifying the neighborhoods of LPS signaling. Nature, v. 9, p. 343-345, 2008)
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Apébs a ativacdo pelo ligante, o MyD88 recruta membros da familia de quinases
associadas ao receptor de IL-1 (IRAK) e do fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAFG6).
Estes adaptadores iniciam uma seqiéncia de reagoes de fosforilagcdes que levam a ativagao
do fator de transcricdo NF-«B, proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) e fatores
de resposta ao interferon (IRFs). O TLR4 pode se ligar a duas proteinas adaptadoras
distintas: o MyD88, que é recrutado pelo “Toll-/IL-1 receptor (TIR)-domain containing adapter
protein” (TIRAP — também chamado de Mal) e leva a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias; e “TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f (TRIF), que ¢é
recrutado pelo adaptador “TRIF-like receptor adaptor motecule” (TRAM) e ativa a producao
de interferons tipo | bem como de citocinas pro-inflamatérias (WATTS, 2008).

O NF-xB é um fator de transcricao que foi originalmente identificado como um fator
nuclear necessario para a transcricado da cadeia leve de imunoglobulinas nas células B.
Subseqlentemente, verificou-se que o NF-xB é expresso em uma grande variedade de tipos
celulares, regulando a producdo de varias citocinas, moléculas de adesao, fatores anti-
apoptoticos, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas induziveis, como a
ciclooxigenase 2 e a 6xido nitrico sintase induzivel —iNOS (KARIN e LIN, 2002; BALDWIN,
1996; WANG et al.,, 1996; LIU et al., 1996; CHU et al.,, 1997; WANG et al. 1998). Nos
mamiferos cinco membros da familia foram identificados: RelB, c-Rel, p65 (RelA), p100/p52,
and p105/p50 (GHOSH et al., 1998). Cada membro da familia NF-xB desempenha um papel
importante na resposta mediada pelo LPS.

A capacidade dos TLR de reconhecerem multiplos alvos em um Unico agente
infeccioso significa que a contribuigdo de um Unico TLR na detecgédo do patégeno pode nao
ser essencial para a protegao. Em muitos casos dois TLRs diferentes colaboram entre si, ou
com outro co-receptor, havendo um sinergismo entre eles, 0 que leva a uma resposta
apropriada para o tipo de microorganismo detectado (OZINSKY et al., 2000; ZAMBONI et
al., 2004).

Embora os PRRs que reconhegam o S. schenckii ainda nado tenham sido
identificados, é plausivel que o TLR2 e o TLR4 estejam envolvidos, uma vez que varios
fungos como C. albicans, A. niger, A.fumigatus e S.cerevisiae sao reconhecidos por TLR2 e
TLR4 (SHOHAM e LEVITZ, 2005).

O TLR4 é expresso principalmente em mondcitos, neutréfilos, macréfagos e células
dendriticas. Apds a ativacdo do TLR4 pelo seu ligante, os macréfagos podem se tornar
células efetoras que liberam citocinas pré-inflamatérias e espécies reativas do oxigénio para
eliminar os antigenos estranhos (MUZIO et al., 2000)

Atualmente muitos estudos, utilizando modelo murino estéo focados em determinar o

papel dos TLRs em infeccdes especificas, como pneumonia bacteriana (DESSING et al.,
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2007; POWER et al., 2007), doencgas fungicas (NETEA et al., 2006) e infecgbes virais
(HEER et al., 2007; LE GOFFIC et al., 2006).

2.3. Sistema Imune

As doengas fungicas ocorrem tanto em hospedeiros imunocompetentes quanto em
imunocomprometidos, entretanto, o advento do virus da imunodeficiéncia humana e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, o emprego de transplantes de 6rgaos especificos,
e 0 desenvolvimento de terapias imuno- e mielo-supressivas para doengas auto-imunes e
neoplasicas, tem resultado em uma maior incidéncia de infecgdes fungicas oportunistas
(PATTERSON, 2005).

Os fungos, ou 0s seus componentes, quando introduzidos num hospedeiro, induzem
uma resposta antigeno-especifica, que pode ser expressa tanto como uma resposta
positiva, que vai levar a eliminagdo do patégeno, ou supressora (DOMER et al., 1992).

O sistema imune inato desempenha papel importante nas defesas naturais do
hospedeiro contra os microorganismos. O reconhecimento de microorganismos patogénicos,
seja nos tecidos em contato com o ambiente ou na circulacao sistémica ap6s invasao da
circulacdo sanguinea, é feito pelos macrofagos, células dendriticas, células “natural killer”
(NK), granulécitos e monocitos, que atuam como sentinelas do sistema imune inato
(BOCHUD et al., 2007). Este processo envolve a agao coordenada de varias familias de
proteinas, entre elas a dos receptores “Toll-like” (AKIRA et al., 2006).

Tanto os fatores inerentes as cepas de S. schenckii quanto o estado imunolégico do
hospedeiro podem determinar as manifestagées clinicas da esporotricose. Entretanto, os
fatores envolvidos na patogénese do S. schenckii e os mecanismos que determinam a
viruléncia permanecem obscuros. A imunidade mediada por células contra os antigenos do
S. schenckii € o principal mecanismo imunolégico da defesa que controla a infeccdo
(CARLOS et al., 1992). Tanto as células T CD4+ quanto os macréfagos sdo necessarios
para o desenvolvimento do granuloma, que € um componente importante na resposta
normal de defesa contra o patégeno (TACHIBANA et al., 1999; KOGA et al., 2002).
Geralmente, escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro é o principal fator para a
sobrevivéncia e/ou a multiplicagdo de microorganismos no hospedeiro, como observado no
S. schenckii (UENOTSUCHI et al., 2006).

O sistema imune inato também desenvolveu um sofisticado mecanismo para
reconhecer microorganismos invasores, fazer a diferenciacao entre diferentes patégenos e

iniciar a producdo e secrecdo de moléculas inflamatérias, que contribuem para o
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desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa e para a resisténcia do hospedeiro a
infeccao (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; TAKEDA et al., 2003).

Durante a infecgao fungica, a geragao de uma resposta inflamatéria, a morte do
fungo e a sobrevida do hospedeiro dependem de multiplas vias dependentes ou ndo de TLR
(ROMANI, 2004; LEVITZ, 2004; BROWN, 2006). Constituintes purificados da parede celular
fungica podem ativar mais de uma via de sinalizagdo dependente de TLR; por exemplo, a
producdo de TNF-o por macréfagos in vitro em resposta a fosfolipomanana de Candida
albicans é dependente de TLR2, TLR4 e TLR6 (JOUAULT et al., 2003).

Os macréfagos desempenham importante papel na protecdo do hospedeiro contra
muitos microorganismos patogénicos e também contra o desenvolvimento de tumores. Sua
atividade é regulada através da produgao de varios mediadores (HIBBS et al., 1977; LASKIN
e PENDINO, 1995). Sao células efetoras importantes que podem eliminar patdégenos, seja
através da fagocitose, por ingeri-las diretamente e mata-los e/ou indiretamente pela
produgéo de citocinas, como parte das respostas montadas pelo sistema imune inato e pela
apresentagdo de antigenos que ativa os linfécitos T CD4+ a iniciar uma resposta imune
adaptativa. Os macrofagos ativados possuem grande atividade fagocitica e produzem
elevadas concentragdes de varios mediadores contra os patdégenos como as citocinas,
intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio.

Os intermediarios reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI) sdo moléculas
altamente toxicas produzidas em grandes quantidades pelos macréfagos ativados, durante a
resposta imune (BOGDAN et al., 2000).

O termo “burst” oxidativo se refere a uma série coordenada de eventos metabdlicos,
que esta dormente nas células em repouso, e acontece quando as células fagociticas sao
expostas a estimulos adequados. Sua funcédo é produzir um grupo de agentes microbicidas
pela redugao parcial do oxigénio, responsavel pela morte dependente de oxigénio (BABIOR,
1978).

A morte de patdgenos intra- e extracelulares pelos fagécitos € devida em parte a
producao de radicais livres do oxigénio. Sob condicdes fisioldgicas normais, a producao de
peroxido de hidrogénio (H,O,) ocorre em pequenas quantidades e é rapidamente utilizada
ou degradada; este balango intracelular de oxi-redugéo é importante no sentido de manter a
homeostase celular. O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio no estado de
oxi-redugao da célula, pela producao excessiva de ROI. Longos periodos de exposi¢ao ao
H.O, em elevadas concentragdes pode levar a destruicao de estruturas biolégicas e a danos
celulares irreversiveis. Estes ROl sdo normalmente produzidos durante o processo
inflamatorio, estdo envolvidos na transducdo de sinal e na ativagdo de genes, podendo
também contribuir para o dano celular ou de 6rgaos do hospedeiro (RAMASARMA, 1990;
ADLER et al., 1999).
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Muitos agentes, sejam particulados (como bactérias opsonizadas ou zimosan) ou
sollveis (como o PMA — “phorbol 12-myristate 13-acetate”), podem ativar o “burst” oxidativo.
A ativagdo, que normalmente se segue a exposicao ao estimulo por 30 a 60 segundos, nao
requer fagocitose nem degranula¢cdo, mas simplesmente o contato do estimulo com a
superficie do fagécito (BABIOR, 1978).

Além dos ROI, a produgéo de RNI, particularmente o éxido nitrico (NO), junto com o
H.O,, medeia a morte ou a inibicdo do crescimento de células tumorais, bactérias, fungos e
parasitas (BREDT e SNYDER, 1992; LORSBACH et al., 1993; SCHMIDT e WALTER, 1994).
O NO e os ROl exercem muitos efeitos modulatérios na resposta inflamatéria e
desempenham papel importante na regulacao das respostas imunes. Baixas concentragbes
de NO produzidas pela enzima éxido nitrico sintase constitutiva (cNOS) e neuronal (nNOS)
inlbbem a expressdo de moléculas de adesdo, a sintese de quimiocinas e citocinas e a
adesado e migracao de leucécitos (IGNARRO, 1991a e b). Elevadas concentragbes de NO,
geradas principalmente pela NOS induzivel (INOS), podem ser tdxicas e pro-inflamatérias. O
NO formado pela iINOS nos macréfagos e outras células desempenha muitos papéis na
resposta inflamatéria. As agbes do NO ndo sdo, entretanto, dependentes da fonte
enzimatica, mas do contexto celular, da concentracdo de NO (dependendo da distancia da
fonte de NO) e da ativagado inicial das células imunes. A inflamag¢do € uma resposta do
organismo a lesbes relacionadas a estimulos nocivos, fisicos ou quimicos, ou toxinas
microbianas, que estdo envolvidas em muitas patologias. O objetivo da resposta inflamatéria
€ desativar ou destruir os microorganismos invasores, fatores irritantes e desencadear os
mecanismos de reparo tecidual (MICHEL e FERON, 1997).

Em alguns casos as enzimas cNOS e nNOS podem assumir fungdes imunoldgicas
previamente associadas a iNOS, como a inducdo da morte apoptética das células
(WILLIAMS et al., 1998) e o controle de virus (KOMATSU et al., 1996; BARNA et al., 1996).

A regulacado da resposta imune pelos macréfagos pode também ser mediada pela
producédo de varios outros mediadores como o TNF-a e a IL-6 (MARIN et al., 1997). Da
mesma forma, dever haver regulacdo destes mediadores para a manutencdo da
homeostasia do sistema imune, uma vez que medeiam papéis importantes, também sao
capazes de lesar os tecidos do hospedeiro (SARIH et al.,, 1993; FUKUO et al., 1995;
LASKIN e PENDINO, 1995).

As citocinas sdo produzidas pelas células do sistema imune, como os linfécitos T e
células apresentadoras de antigenos, entre elas os macréfagos, e sao parte importante da
resposta imune contra muitos organismos. Elas contribuem para a proliferagao e
diferenciacao de linfocitos T virgens no seu tipo efetor e também coordenam o mecanismo

inflamatério. A IL-10 e a IL-4 convertem as células T na subpopulacdo Th2 (SWAIN et al.,
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1990; FIORENTINO et al., 1991), enquanto que a IL-12 direciona as células T para o
subgrupo Th1 (MANETTI et al., 1993).

Algumas citocinas sdo claramente promotoras da inflamagéo e sendo assim sao

chamadas de citocinas proé-inflamatérias, enquanto que outras tém por fungdo suprimir a
atividade das citocinas proé-inflamatérias e sdo chamadas de citocinas anti-inflamatérias. Por
exemplo, IL-4, IL-10 e IL-13 s&o potentes ativadoras dos linfécitos B e também importantes
agentes anti-inflamatérios, assim como o fator de crescimento transformante beta (TGF-f).
Sao assim chamadas devido a sua capacidade de suprimir 0os genes para as citocinas pro-
inflamatérias como a IL-1, TNF-a, quimiocinas, como a IL-8, e moléculas de adesao
(DINARELLO, 2000).

As citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1B ativam varias proteino-quinases, o que
resulta na translocagdo ao nucleo do NF-xB, que afeta a expressdo de genes, ativando
varios passos da resposta inflamatéria (BARNES e KARIN, 1997; FLOHE et al., 1997).

A IL-1 € um mediador importante das respostas de fase aguda no organismo contra a
invasdo microbiana, reagdes imunolégicas e lesdo tecidual. Existem varias evidéncias
relacionando a IL-1 como uma das primeiras e mais significativas moléculas sintetizadas
durante a resposta de fase aguda, sendo que seus efeitos biolégicos podem se manifestar
localmente ou de forma sistémica. Foi originalmente descrita como um pirogénio endégeno,
aumenta as respostas mediadas pelas células T aos mitdgenos e antigenos (GERY e
WAKSMAN, 1972) devido a sua propriedade de atuar como um fator ativador de linfécitos
(MURPHY et al., 1980; ROSENWASSER et al., 1979).

O TNF-a é outro produto dos mondcitos/macrofagos, sintetizado e liberado como
consequéncia da estimulagédo microbiana e lesdo tecidual. Medeia uma ampla variedade de
atividades biologicas (VASSALLI, 1992), muitas delas coincidentes com as fungdes da IL-1.
No entanto, apesar das semelhangas com a IL-1, o receptor para o TNF é especifico e
distinto, e a ligagdo do receptor ndo é afetada pela IL-1. Ainda assim, muitas das
propriedades biologicas do TNF e IL-1 sdo sobrepostas, particularmente aquelas fungdes
envolvidas com a resposta de fase aguda e atuando de forma sinérgica, participando do
processo inflamatério para combater a infecgéo e lesdo (DINARELLO, 1988).

O TNF desempenha um papel central no inicio e na regulagcdo da cascata de
citocinas durante a resposta inflamatéria, e ainda estd envolvido em eventos locais e
sistémicos mantendo o processo inflamatério. Estudos em camundongos deficientes em
TNF (MARINO et al., 1997) mostraram que o TNF também desempenha um papel na
homeostasia ou como anti-inflamatério, limitando a extensdo e a duracdo da inflamacao,
promovendo reparo e recuperacdo de tecidos lesionados pela presenca de agentes

infecciosos ou toxicos. O TNF desempenha um papel importante nas respostas de defesa
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do hospedeiro devido as suas multiplas atividade bioldgicas, mas pode causar danos graves
ao hospedeiro quando produzido em excesso, ou quando o balango entre as citocinas pré- e
anti-inflamatérias esta desequilibrado (MAKHATADZE, 1998).

As células apresentadoras de antigenos, inclusive os macréfagos, tém sido
relacionadas ao direcionamento no desenvolvimento das células Th1 pela secre¢do de IL-12
(HSIEH et al., 1993; MACATONIA et al, 1993). Esta citocina é heterodimérica e composta
por dois produtos génicos nao relacionados. As subunidades protéicas glicosiladas de
40kDa (p40) e 35kDa (p35) devem estar unidas covalentemente para que a IL-12
biologicamente ativa (IL-12p70) seja secretada (KOBAYASHI et al., 1989; STERN et al.,
1990); nenhuma atividade biol6gica parece ser mediada por cada cadeia recombinante
separadamente (WOLF et al.,, 1991). A IL-12 aumenta a citotoxicidade mediada pelas
células NK e pelas células T e estimula a produgédo de IFN-y, além de aumentar a produgao
de células T e NK (KOBAYASHI et al., 1989; GATELY et al., 1991; CHAN et al., 1992;
GATELY et al., 1992) por si s6 ou em cooperagédo com a IL-2 (CHAN et al., 1992). Gazzinelli
et al. (1993) demonstraram que a produgao simulténea de IL-12 e TNF-a pelos macréfagos
€ um evento essencial para a produgao de IFN-y pelas células NK. Além disso, a IL-12 é
importante para a indugdo de NO em macréfagos e € responsavel pela imunossupressao
que segue a infecgao por Salmonella (SCHWACHA e EISENSTEIN,1997). O tratamento das
células esplénicas com IL-12 aumenta a capacidade imunossupressora das células, e esta
imunossupressao é mediada pelo NO (AL-RAMADI et al., 1992), uma vez que o tratamento
destas células com inibidor de NO, blogueou a supressao.

Além das citocinas pré-inflamatérias, os macrofagos também sintetizam citocinas
anti-inflamatérias, a fim de controlar o processo inflamatério gerado pelo agente infeccioso.
A IL-10 é um potente inibidor da ativagdo de mondcitos/macréfagos, que inibe a produgao
de TNF-q, IL-1 e também de IFN-y de linf6citos, atuando em células acessoérias, e também é
um potente inibidor da producdo de IL-12 pelas células mononucleares ativadas por
Staphylococcus aureus ou LPS (D’ANDREA et al.,, 1993). A IL-10 também suprime a
liberagdo de ROI pelos macréfagos, mas somente fracamente a liberagdo de RNI. Assim, a
IL-10 pode ser permissiva para o crescimento dos patdégenos microbianos e células
tumorais, uma vez que TNF-a, ROl e RNI sdo os principais produtos antimicrobianos e
antitumorais dos macréfagos (BOGDAN et al., 1991).

O TGF-B é uma citocina multifuncional que desempenha um papel na patogénese de
varias doengas infecciosas cronicas. Uma variedade de propriedades desativadoras de
macréfagos tem sido atribuida ao TGF-f (TSUNAWAKI et al., 1988). Particularmente, a
capacidade do TGF-B em interferir com a ativagao e mecanismos oxidativos dos macréfagos
(TSUNAWAKI et al., 1988; DING et al., 1990) tem sido relacionada a promogao de infecgao

37



Resiodo Bibliogudfic

persistente por gerar vantagens para a sobrevivéncia dos patégenos (SHAO et al., 2005). O
TGF-B atua também prevenindo a liberacdo de TNF-o (VODOVOTZ et al., 1993) e RNI
pelos macréfagos (BOGDAN et al., 1991; NELSON et al., 1991).

A expressao de genes envolvidos no processo inflamatério, e também a proliferagao
celular e apoptose, sdo regulados pela familia de fatores de transcricdo NF-kB/Rel
(BALDWIN, 1996; BARNES e KARIN,1997). O membro protétipo desta familia € o NF-«B,
que é composto de um dimero de p50 e p65/RelA. O NF-kB esta presente no citoplasma
das células em repouso € entra no nicleo em resposta a multiplos estimulos, como infecgao
viral, radiagao ultravioleta e exposigéo as citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e IL-1
(BALDWIN, 1996).

Os fatores de transcrigdo foram as primeiras proteinas de sinalizagdo identificadas
como sensiveis a oxi-redugdo. A familia NF-kB/Rel é o protétipo delas e € composta por
varios reguladores importantes na transcricdo de muitos genes envolvidos no processo
inflamatério e na resposta antioxidante (FORMAN e TORRES, 2001). Outros estudos
mostraram que, in vivo, a ativagdo do NF-kB por peroxido de hidrogénio exdgeno foi célula-
especifica e que a necessidade de geracao intracelular de ROl nao foi universal, mas
estimulo-especifica (BOWIE e O'NEIL, 2000).

A ativagdo do NF-kB é essencial para a expressdao de um grande numero de
citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo, que séo importantes mediadores da reacao
inflamatoéria. O peréxido de hidrogénio e outras espécies reduzidas do oxigénio tém sido
propostas como ativadores do NF-kB em vaérias células. Em experimentos realizados em
ratos observou-se que o peroxido de hidrogénio produzido durante o “burst” oxidativo
estimulado pelo PMA em macréfagos alveolares ou em células da linhagem
monocitica/macrofagica J77.4 induz a ativagao do NF-kB. No entanto, a produgéo enddégena
maxima de peroxido de hidrogénio estimulada pelo PMA durante 30 minutos nos
macréfagos alveolares foi < 1,3nmol/10° células. Isto sugere que a geracéo relativamente
baixa de H,O, enddgeno é necessaria para a ativagdo do NF-«xB (KAUL e FORMAN, 1996).

As manifestagdes clinicas da esporotricose podem ser reguladas tanto pelas
diferencas entre cepas do fungo como também do estado imunol6gico do hospedeiro. Pode
haver diferengas na expressdao de moléculas de superficie do fungo que séo reconhecidas
pelos PRRs, ativando o sistema imune, a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
modulando a resposta imune adaptativa (NETEA et al., 2004; UENOTSUCHI et al., 2006).

Os polissacarideos da parede celular do S. schenckii influenciam a fungdo dos
macréfagos. A fagocitose das leveduras in vitro pelos macréfagos peritoneais foi inibida
pelas galactomananas e ramnomananas purificadas da superficie do S. schenckii (ODA et
al., 1983). Diferencas na viruléncia entre cepas de S. schenckii parecem ser derivadas de
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diferengas na propor¢cdo ramnose:manose na superficie celular, que parece se alterar
durante a cultura (FERNANDES et al.,, 1999), o que pode contribuir para diferencas na
ativagao da resposta imune (UENOTSUCHI et al., 2005).

A resposta do hospedeiro ao antigeno peptideo-polissacarideo da superficie celular
do S. schenckii pode contribuir para a imunidade (TRAVASSOS, 1989). O peptideo-
ramnomanana é o principal componente da parede celular do S. schenckii e estimula
reagbes de hipersensibilidade do tipo tardio, bem como respostas de anticorpos (TAKATA e
ISHIZAKI, 1983; TRAVASSOS, 1989). O peptideo-ramnomanana que foi isolado da parede
celular do S. schenckii foi extremamente reativo com o soro de pacientes com esporotricose
(LLOYD e BITOON, 1971). O papel destes polimeros de superficie celular na modulacao da
resposta immune do hospedeiro ndo estd completamente compreendido, mas sabe-se que a
camada externa da parede celular das leveduras e conidios do S. schenckii é liberada no
meio de cultura (TRAVASSOS, 1985).

A resposta humoral também esta presente nos pacientes com esporotricose, como
demonstrado pela presenga de anticorpos contra antigenos do S. schenckii (DE ALBORNOZ
et al., 1980) e pela presenga de IgG, IgA e IgM (MELENDEZ-RUIZ et al., 1983) nos
pacientes com esporotricose.

A variedade da resposta clinica do hospedeiro, a presenga de curas espontaneas
(MELENDEZ-RUIZ et al., 1983; RAMOS-ZEPEDA e GONZALEZ-MENDOZA, 1986) e a
evidéncia de infeccdo sistémica nos casos de imunodeficiéncia celular (HELLER e
FUHRER, 1991) sugere a participacdo da imunidade celular nos mecanismos fungicidas e
na eliminacao do fungo (HACHISUKA e SASAI , 1981).

2.4. Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada tem um papel importante tanto em tecidos
normais como nos tecidos em desenvolvimento ou diferenciagdo. Esta é necessaria para a
adequada evolugdo embriondria, assim como para a manutengdo da homeostasia nos
tecidos adultos. Esta presente também na etiologia e patologia de uma variedade de
doengas, como o cancer, doencas neurodegenerativas, auto-imunes, infecciosas e/ou
inflamatérias, doencas do coracdo e AIDS (FELLSTRON e ZEZINA, 2001), eliminando
células desnecessarias ou lesadas sem a indugdo de um processo inflamatério (VAN
OOSTVELDT et al, 1999). A apoptose é caracterizada por uma série de eventos
morfolégicos, como redugao do tamanho da célula, condensagédo nuclear, segregacéao da
cromatina, brotamento da membrana, fragmentagdo em corpos apoptéticos, seguida de
rapida fagocitose pelas células vizinhas (SARASTE e PULKKI, 2000; FELLSTRON e
ZEZINA, 2001). A caracteristica bioquimica da apoptose é a degradagcdao do DNA por

39



Resioo Bibliografica

DNases endogenas, que cortam as regides internucleossomais em fragmentos de DNA
dupla-fita com 180-200 pares de bases (pb) (HAANEN e VERMES, 1996; SARASTE e
PULKKI, 2000).

O processo apoptético ndo é um evento raro, e a grande maioria da morte celular
que ocorre durante a vida de um organismo envolve esse processo, porém ela é raramente
vista in situ devido a rapida remocao das células apoptoticas, através de fagocitose, pelas
células vizinhas (AMARANTES-MENDES e GREEN, 1999).

Uma célula pode morrer por mecanismos apoptéticos e ndo-apoptoticos. Se o dano é
muito violento (patoldgico), a célula ndo tem escolha a ndo ser sofrer uma morte necrotica,
ndo geneticamente controlada — em que ocorre a perda imediata da integridade da
membrana, com agrupamento irregular da cromatina, aumento do volume celular, devido ao
acumulo de agua e eletrdlitos, e ruptura da membrana plasmatica e das organelas celulares,
liberando o conteudo intracelular. Este processo induz a uma reagéo inflamatéria secundaria
em resposta aos restos celulares liberados, resultando em lesdo contendo grupos de células
necréticas e, mais tarde, de leucécitos inflamatérios. Por outro lado, se o dano é mais sultil
(fisiologico), a morte normalmente ocorre por apoptose. Na apoptose a membrana
citoplasmatica permanece intacta. Em seus estdgios precoces ocorrem mudangas na
superficie celular, uma destas alteragbes € a translocagéo da fosfatidilserina, um fosfolipideo
negativamente carregado, do interior para o exterior da membrana citoplasmatica (HAANEN
e VERMES, 1996; VAN OOSTVELDT et al., 1999; AMARANTES-MENDES e GREEN, 1999;
SARASTE e PULKKI, 2000).

As caspases sao cisteino-proteases que atuam em varios niveis de sinalizacéo
durante a apoptose, variam na resposta a estimulos externos a membrana celular, em nivel
de receptores, até a atuacdo como efetoras na quebra dos componentes celulares. Em
resposta a eventos apoptéticos, pré-caspases sao processadas por clivagem enzimatica
gerando enzimas ativas que clivam seus substratos protéicos especificamente através de
um residuo de aspartato (SARASTE e PULKKI, 2000; RISS, 2001). Com exceg¢ao da enzima
interleucina-1B-convertase (caspase 1), que esta envolvida com inflamagado, as enzimas
caspases ativas sdo vistas como marcadores caracteristicos da apoptose (FELLSTRON e
ZEZINA, 2001). Proteases caspases também tém sido implicadas na translocacdo da
fosfatidilserina para a porcao externa da membrana citoplasmatica, que medeia o
reconhecimento e fagocitose dos corpos apoptoéticos pelas células vizinhas (SARASTE e
PULKKI, 2000).

A apoptose de macréfagos tem sido reconhecida como um importante mecanismo
para a resolugdo do processo inflamatério (MATSUNAGA e ITO, 2000). Alguns estudos
sugerem que fatores derivados dos macréfagos do hospedeiro como intermediarios reativos

do oxigénio ou o fator de necrose tumoral (TNF)-a sejam responsaveis por induzir apoptose
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em macréfagos infectados por micobactérias (ALIPRANTIS et al.,, 1996; KEANE et al.,
1997).

O ¢éxido nitrico pode atuar tanto como um indutor de apoptose quanto como inibidor
da morte celular programada, dependendo das condigbes no microambiente onde esta
atuando, da presenca ou auséncia de certas moléculas co-estimulatorias (BRUNE et al.,
1998). A produgéo de NO em altas concentragdes pode atingir também tecidos adjacentes e
os infiltrados celulares de macréfagos e células T, levando a apoptose destas células. Este
evento é considerado benéfico porque elimina as células desnecessarias evitando a morte
necrética destas células, o que levaria a liberacdo do conteddo celular, potencialmente
toxico para o meio extracelular (ALBINA et al., 1993; OKUDA et al., 1996).

As condicdes que induzem a morte apoptética da célula estdo geralmente
associadas com a supressao da inflamagéo e da imunidade mediada por células. VOLL et
al. (1997) demonstraram que as células mononucleares do sangue periférico e os mondcitos
produzem mais IL-10, uma citocina anti-inflamatéria e imunorregulatéria, e menos citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-12, quando em presenca de linfocitos em
apoptose, o que pode significar um mecanismo de inibicdo do processo inflamatério e
reducdo da imunidade mediada por células (VOLL et al., 1997). Por outro lado, a presenga
das citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e fator estimulador de colénia de
macréfagos e granulécitos (GM-CSF) inibem a apoptose de mondcito in vitro (MANGAN e
WAHL, 1991; MANGAN et al., 1992; KIENER et al.,1997).

Efeitos prd-apoptéticos (em macrofagos e linfécitos T) foram observados com
elevadas concentragdes de NO exd6geno (100-200 pM) e foram associados com o acumulo
mediada pelo NO (GLOCKZIN et al., 1999). No sistema imune, uma fungéo anti-apoptotica
para o NO endégeno gerado pela iNOS foi observada nas células B, macréfagos, eosindfilos
e linfécitos T. Em macrofagos de camundongos, concentracdes nao toxicas de NO levam a
ativagao do fator de transcricao NF-xB e proteina ativadora-1 (AP-1) e subseqlientemente a
expressao de ciclooxigenase-2 que protege os macrofagos da apoptose (VON KNETHEN et
al., 1999%; VON KNETHEN et al., 1999b).

Semelhante aos RNI, os ROI também podem induzir ou inibir apoptose de varias
células do sistema imune (BOGDAN et al., 2000). Células NK humanas foram rapidamente
mortas pelo H,O, produzido por mondcitos, enquanto que as células T humanas foram de
duas até cinco vezes mais resistentes a apoptose induzida pelo H.O. (HANSSON et al.,
1996). Em macrofagos de camundongos, a produgao endégena de Oy contribui para a
resisténcia a apoptose mediada pelo NO, indicando que o balango de ROl e RNI pode
determinar a sobrevivéncia ou apoptose dos macréfagos (BRUNE et al., 1997).
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A morte celular, que é o efeito mais comum durante a infecgdo, é um processo

adicional importante das interagdes patdgeno-hospedeiro. Véarias formas de morte celular
foram descritas e a escolha do modo de morte parece depender de diversos fatores como a
natureza do patdgeno, a carga do patégeno e o local da infeccdo. A morte de células
infectadas, conseqlentemente a morte do agente infectante, pode promover uma eficiente
eliminacdo do patégeno (LABBE e SALEH, 2008). Patdgenos intracelulares como o
Mycobacterium tuberculosis inibem a fusao do lisossomo-fagossomo e se desenvolvem pela
replicagdo dentro do fagossomo (CLEMENS, 1996). A estimulagdo da apoptose dos
macréfagos do hospedeiro elimina o local de proliferacdo e destr6i a bactéria infectante
(FAIRBAIRN, 2004). Inversamente, certos patdégenos induzem a morte das células imunes
como um meio de subverter os mecanismos normais de defesa do hospedeiro, e de células
epiteliais e endoteliais, para a invasao de camadas mais profundas de um 6rgao ou
circulagao sanguinea. A morte de células fagociticas prejudica a eliminagédo do patégeno e é
danosa ao hospedeiro (LABBE e SALEH, 2008).
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3. Objetivos

*  Geral

Avaliar a participacdo do TLR4 na resposta imune durante a esporotricose
experimental, empregando camundongos com expressao defectiva deste

receptor (C3H/HedJ) e camundongos controle (C3H/HePas).

+ Especificos

Induzir a esporotricose em camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ;

Avaliar a resposta imune gerada por estas duas linhagens de; camundongos
durante o periodo de 10 semanas de infecg¢ao;

Avaliar a producao de intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio
pelos macréfagos peritoneais;

Avaliar a produgdo das citocinas IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-10 e TGF-B nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais e também no soro dos
camundongos;

Avaliar a translocacédo do NF-kB ao nucleo;

Avaliar a expressao das proteinas CD14 e MD-2 na seuperficie das células
do exsudato peritoneal através da citometria de fluxo;

Avaliar as citocinas TNF-o., IL-1B, IL-10, IL-12, TGF-B intracelularmente nos
macrofagos peritoneais através da técnica de citometria de fluxo;

Avaliar a presenga de apoptose/necrose nas células do exsudato peritoneal.
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4. Materiais e Métodos

1. Fluxograma de execuc¢ao dos experimentos:
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2. Microorganismo e condi¢cées de cultivo

Amostras de Sporothrix schenckii 1099-18 isoladas de um caso humano de
esporotricose (da segdo de Micologia do Departamento de Dermatologia da Columbia
University, New York), foram cedidas pela Dra. Celuta Sales Alviano do Instituto de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. As formas de micélio
foram obtidas em meio de agar dextrose Sabouraud (Difco) em temperatura ambiente e as
formas de levedura em meio BHI (Brain Heart Infusion, Difco) a 37°C sob agitacdo de 150

ciclos/minuto.

3. Animais de experimentacao

Os camundongos C3H/HePas machos pesando entre 18 e 25¢g, idade entre 45-60
dias, foram obtidos do Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, SP. Os camundongos C3H/HeJ
machos pesando entre 18 e 25g, com idade entre 45-60 dias, foram obtidos do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, Araraquara, SP. Os
procedimentos envolvendo os animais e seus cuidados foram de acordo com as regras do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
Unesp, parecer Comité de Etica n® 43/2005 (Anexo 1).

4. Infeccao dos animais

Os animais foram infectados através de injegé@o intraperitoneal com uma suspensao
fingica em solucéo salina tamponada de fosfatos (PBS), pH 7,2, na concentracéo de 1x10’
células leveduriformes de S. schenckii por mL. Cada animal foi inoculado com 0,1mL. Os
animais foram eutanasiados na 2% 42, 6%, 8% e 10% semanas de infecgdo para a coleta dos
macréfagos peritoneais e dos soros e realizagdo dos testes bioldgicos, juntamente com
animais nao infectados (grupo controle).

5. Preparo do Exoantigeno

A obtengédo do exoantigeno do fungo foi feita de acordo com a metodologia descrita
por Carlos et al. (2003). O fungo cultivado em meio BHI liquido, com agitagao constante de
150 ciclos/minuto a 37°C, foi submetido a radiagédo ultravioleta (UV) por uma hora. Essa

suspensao celular foi mantida por 24 h a 37°C e, em seguida, novamente submetida a
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radiacdo UV por mais uma hora. Em seguida, acrescentou-se timerosal na concentragdo
final de 1/5000. A suspensédo celular foi, entdo, congelada a —20°C por 48 h. Apds esse
periodo, foi realizado teste de esterilidade em Agar Dextrose Sabouraud (Difco). A
suspensao celular obtida foi centrifugada e o sobrenadante filtrado. O filtrado obtido foi
concentrado 50 a 100 vezes em polietilenoglicol 2000 (Fluka). A dosagem de proteinas no

exoantigeno obtido foi feita pelo método de Lowry et al. (1951).

6. Preparo do extrato lipidico

A extracdo de lipideos foi feita no Laboratério de Estruturas Superficiais de
Fungos/Micologia/Departamento de Microbiologia e Parasitologia/ Instituto Biomédico/ UFF,
sob a orientagdo da Profa. Dra. Diana Bridon da Graga Sgarbi. Os lipideos foram extraidos
das massas de células dos cultivos dos fungos na forma de micélio (25°C) e na forma de
levedura (37°C) por extragdes sucessivas em "Waring Blendor" com 10 volumes (mL/g de
peso Umido) dos seguintes sistemas solventes: cloroférmio:metanol (C:M) (2:1, viv) e (1:1) e
C:M:H,O (C:M:H) (4:8:3, v/v) e concentrados até a secura a vacuo (HAKOMORI e
MURAKAMI, 1968; SVENNERHOLM e FREDMAN, 1980).

7. Obtencao das células do exsudato peritoneal

Os animais C3H/Hed e C3H/HePas, em diferentes periodos da infec¢do e do grupo
controle, foram previamente estimulados pela inoculagdo intraperitoneal de 3,0 mL de
tioglicolato de sédio (DIFCO Lab. LTDA) a 3%, trés dias antes de serem eutanasiados por
inalacdo de CO, em camara fechada. Estes animais tiveram a pele da regido abdominal
retirada assepticamente em camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco) e o peritbneo
exposto, apds o que foram inoculados 5 mL de PBS, pH 7,2, gelado na cavidade abdominal.
O liquido peritoneal resultante foi coletado com seringa e agulha, transferido para um tubo
cOnico estéril com capacidade de 15 mL (Corning, Inc.) e centrifugado a 720 xg durante 5
min (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.) e o sedimento celular lavado trés vezes com 3,0 mL de
PBS. Apds a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10°M, penicilina 100
U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-glutamina 2mM (Sigma) e 5% de soro
fetal bovino (Cultilab), sendo o meio assim composto designado de RPMI-1640 completo
(RPMI-1640-C) para a contagem de células. O namero de células foi determinado pela
contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco) e a suspensdo celular
ajustada a concentragdo desejada para cada teste.
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8. Obtencao do soro dos camundongos

Os animais infectados e do grupo controle foram eutanasiados como descrito no item
7 e 0 sangue destes animais foi colhido por pungédo cardiaca com seringa e agulhas
descartaveis. O sangue total foi acondicionado em tubos de microcentrifuga estéreis de
1,5mL e levados a estufa a 37°C por 20 minutos. Em seguida foram centrifugados a 117xg
por 10 minutos. O soro foi, entdo, colhido e transferido para outro tubo estéril e levado ao
banho-maria a 56°C por 30 minutos para a inativagao do sistema complemento. Estes soros
foram congelados a —20°C até o0 momento da determinagao das citocinas.

9. Avaliacao da viabilidade celular — método MTT

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

A uma placa de microtitulagado de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram
distribuidos 100uL por cavidade das suspensdes de células do exsudato peritoneal de
animais infectados e nao infectados, ajustadas & concentracéo de 5x10° células/mL em meio
de cultura RPMI-1640-C em presenga de 100 puL de exoantigeno na concentragéo final de
24,6 ng/mL, extratos lipidicos das fases leveduriforme e miceliar na concentracéo final de
125 ug/mL, de LPS a 1 ug/mL ou somente meio de cultura RPMI-1640-C, em triplicata. As
placas foram incubadas por 24 h, a 37°C, em estufa contendo tensdo constante de 5% de
CO, (Forma Scientific). As células aderentes foram tratadas com 100 uL de uma solugao de
MTT (Across Organics) a 1 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi, entao, incubada por mais 3 h
nas mesmas condigdes anteriores. Apds esta incubagdo, os sobrenadantes foram
descartados e as células aderentes tratadas com 100 uL de isopropanol (Mallinckrodt
Chemical) para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da densidade ética
foi determinada em espectrofotdmetro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visivel, a 540

nm, com filtro de referéncia de 620 nm.

10. Determinacao de liberacao de peréxido de hidrogénio (H20.)

A producao de H,O, foi determinada segundo o método descrito por Pick e Keisari
(1980) e adaptado por Pick e Mizel (1981). As células do exsudato peritoneal de animais
infectados e do grupo controle foram obtidas como descrito no item 7 e ajustadas a
concentragdo de 2x10° células/mL, em solugdo completa de vermelho de fenol, constituida
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de 140 mM de NaCl (Qhemis); 10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0; 5,5 mM de
dextrose (Merck); 0,56 mM de vermelho de fenol (Merck) e peroxidase de raiz forte, tipo Il
(0,01 mg/mL, Sigma). Aliquotas de 100 pL foram adicionadas a placas de cultura de tecido
de fundo plano contendo 96 orificios (Corning, Inc.) e acrescentadas de 50uL de solugéo do
exoantigeno a 82 pg/mL, extratos lipidicos das fases leveduriforme e miceliar na
concentracao final de 416,7 ug/mL, ou de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate - Sigma) na
concentragdo de 2x10* mM em tamp&o fosfato de potassio ou somente tampéo fosfato de
potassio como controle de células, e incubadas por 1h em estufa a 37°C em atmosfera
Umida, com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apds a incubagao, a reagao
foi interrompida pela adigdo de 50 uL de NaOH 5M (Sigma). A absorbancia foi determinada
em leitor de ELISA automatico (Multiskan Ascent, Labsystems), com filtro de 620nm, contra
branco constituido de solugdo de vermelho de fenol e NaOH 5M. Os resultados foram
expressos em nmols de H,0,/2x10°células, a partir de uma curva padrdo previamente
estabelecida, constituida de concentragbes molares conhecidas de H,O, em tampao de

vermelho de fenol.

11. Determinacio da Producgéo de Oxido Nitrico

O NO foi quantificado pelo acimulo de nitrito no sobrenadante da cultura de células,
através do método espectrofotométrico da reagdo de Griess (GREEN et al.,, 1982) e as
concentragdes foram calculadas usando um padrao de NaNO..

Os macréfagos peritoneais obtidos como descrito no item 7, foram cultivados a 5x10°
células/mL em RPMI-C, por 24 horas, em presenga do estimulo (LPS a 1 pg/mL, como
controle positivo, exoantigeno, na concentragao final de 24,6 pg/mL, extratos lipidicos das
fases leveduriforme e miceliar, na concentragao final de 125 ug/mL, ou somente meio de
cultura RPMI-1640-C) a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Ap6s esta incubagao,
aliquotas de 50uL do sobrenadante da cultura de células foram transferidas para outra placa
de cultura de células estéril contendo 96 orificios de fundo plano (Corning, Inc.) e acrescidas
de 50 pL de solugao de Griess (1g de sulfanilamida (Merk), 0,1g de dicloro N(1-
naftil)etilenodiamina (Merk), 2,5 mL de &cido ortofosférico (Mallinckrodt Chemical) e agua
deionizada g.s.p 100 mL) e ap6s 10 minutos de incubagdo em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a absorbancia foi lida em 540nm em espectrofotémetro (Multiskan Ascent,

Labsystems) e os resultados expressos em micromoles de nitrito.
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12. Determinacéao da liberacao de citocinas

As citocinas IL-18, TNF-a, IL-12, IL-6, IL-10 e TGF-p foram quantificadas nos
sobrenadantes das culturas de macrofagos, obtidos como descrito no item 7 e ajustados a
concentragdo de 5x10°células/mL em RPMI-C apdés 24h de cultura em presenca dos
antigenos, e também nos soros obtidos como descrito no item 8, através do teste
imunoenzimético ELISA de captura para cada citocina (BD OptEIA™, BD Pharmigen), de
acordo com as instrucbes do fabricante.

As placas de 96 cavidades (Corning Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de
captura, monoclonal, obtido de rato, anti-citocina de camundongo, na concentragao
adequada para cada citocina, diluido em solugdo salina tamponada apropriada para cada
teste (100 pL por cavidade) e incubadas “overnight” a 4°C. No dia seguinte, as placas foram
lavadas 3 vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos, pH 7,2, contendo 0,05% de
Tween-20 (PBS-T) e bloqueadas com 300 plL/cavidade de PBS contendo 10% de soro fetal
bovino (Cultilab) (diluente de ensaio) e incubadas em temperatura ambiente por 60 min.
Apds a incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Em seguida, foram
adicionadas as cavidades 100uL do padrao de citocinas ou das amostras, os sobrenadantes
das culturas de células e soros a serem testados. As placas foram incubadas em
temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas 3 vezes com PBS/T. Em seguida, foram
adicionados 100 plL/cavidade do detector de trabalho, constituido do anticorpo de detecgao
(anticorpo monoclonal de cabra biotinilado anti-citocina de camundongo) e do sistema
enzimatico (estreptavidina conjugada a peroxidase de raiz forte), diluido a concentracdo
adequada para diluente de ensaio. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por
60 min e lavadas 5 vezes com PBS-T. Apos este periodo de incubagao, as placas foram
lavadas 7 vezes com PBS-T e em seguida adicionadas de 100 uL do substrato (TMB
Substrate Reagent Set, BD Biosciences) a cada cavidade. A reagdo foi interrompida
adicionando-se 50 pL de H.SO, 1M a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm em
espectrofotbmetro  UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems), as
concentragdes de cada citocina foram quantificadas utilizando-se uma curva padrao
previamente estabelecida com concentragdes conhecidas dos padrdes de cada citocina e os

resultados foram expressos em pg/mL.

13. Determinacéao das citocinas intracelulares IL-1, IL-10, IL-12, TNF-y e TGF-a.

Para a determinacado das citocinas intracelulares, as células do exsudato peritoneal,
obtidas como descrito no item 7, foram ajustadas a concentracdo de 2x10° células/mL. As

células foram cultivadas em placas de poliestireno de 6 cavidades por 1h, a 37°C, em
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atmosfera iumida com tensdo constante de CO, (5% CO./95% ar). Em seguida, as células
nao aderentes foram removidas por lavagens com RPMI-C e as células aderentes tiveram o
volume inicial restabelecido com RPMI-C. Parte destas células foram estimuladas com 25
ng/mL de PMA (Sigma) e 1 ug/mL de ionomicina (Sigma), e a outra parte ndo recebeu
estimulo. As células, assim tratadas, foram incubadas por 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO2, por 4 horas. Em seguida, foi adicionado 10 pg/mL de brefeldina A
(Sigma) a todas as cavidades e a placa foi incubada nas mesmas condigbes de temperatura
e tensdo de CO2, por mais duas horas. A brefeldina A foi utilizada para melhorar a analise
das citocinas intracelulares por ser um inibidor da secregdo de proteinas, permitindo o
acumulo das citocinas no complexo de Golgi e, consequentemente, aumentando o sinal que
pode ser detectado pelo citémetro de fluxo. Apds o periodo total de seis horas de incubacgéo,
as células aderentes, tanto estimuladas in vitro quanto nao estimuladas, foram recolhidas
com o auxilio de um “cell scraper” (Corning) e transferidas em PBS contendo 1% de BSA
(soro-albumina bovina) para respectivos tubos conicos e centrifugadas a 720 xg (Centrifuga
5810R - Eppendorf) por 5 minutos. Em seguida, as células foram lavadas uma vez com PBS
contendo 1% de BSA (720 xg - Centrifuga 5810R - Eppendorf) por 5 minutos e
ressuspendidas igualmente em PBS contendo 1% de BSA.

Adicionou-se as suspensoes celulares a solugao Mouse FcBlock™ (BD Biosciences)
e as células foram incubadas a 4°C, por 20 minutos. Terminada esta incubagao, as células
foram distribuidas aos respectivos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e iniciou-se a
marcacao da molécula de superficie CD11b, uma vez que a produgédo de citocinas foi
analisada nas subpopulagbes de macrofagos peritoneais. Para isso, foi adicionado o
anticorpo anti-CD11b conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC — BD Biosciences) a
cada tubo e foram incubados por 30 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Em seguida, as células
foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% BSA (720 xg por 5 minutos - Centrifuga
5810R - Eppendorf) e ressuspendidas na solugdo BD CytoFix/CytoPerm™ (BD Biosciences)
que é responsavel pela fixagcdo e permeabilizagdo das células. Apés uma incubagao de 20
minutos, a 4°C ao abrigo da luz, as células foram lavadas mais duas vezes com tampao BD
Perm/Wash™ (BD Biosciences). As células foram entdo ressuspendidas em 50 pL do
tampdo BD Perm/Wash™ e adicionados em todos os tubos o respectivo anticorpo
monoclonal citocina-especifico e anticorpo monoclonal isotipo-controle, todos conjugados a
ficoeritrina (PE - BD Biosciences), com excegao do anticorpo anti-TGF-$ que era biotinilado.
As células, assim tratadas, foram incubadas por 30 minutos, a 4°C ao abrigo da luz. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes com tampao BD Perm/Wash™ e aos tubos,

exceto aqueles destinados a marcacdao do TGF-p e seu respectivo isotipo controle, foram
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adicionados de PBS contendo 1% de formol e acondicionados a 4°C ao abrigo da luz até o
momento da andlise no citémetro de fluxo.

Aos tubos contendo as células incubadas com o anticorpo anti-TGF-p biotinilado e
seu isotipo-controle acrescentou-se a estreptavidina conjugada a PE e os mesmos foram
incubados por mais 30 minutos, a 4°C ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com o tampao BD Perm/Wash™ e adicionadas de PBS 1% de formol.
Assim como os demais, estes tubos foram acondicionados a 4°C ao abrigo da luz até
momento da analise no citdmetro de fluxo. A andlise dos dados foi feita no citbmetro
FACSCanto, usando o programa FACSDiva (BD).

14. Determinacao da Expressao de CD14 e MD-2

O CD14 é uma proteina ligada a superficie dos macréfagos que faz parte do
complexo de reconhecimento do LPS, junto com o TLR4 e MD-2. O MD-2 esta diretamente
associado ao TLR4. A determinagdo da expressao destas proteinas, CD14 e MD-2, foi
realizada por citometria de fluxo nas células do exsudato peritoneal obtidas como descrito
no item 7, ajustadas & concentracdo de 2x10° células/mL em RPMI-C.

As suspensodes celulares foram transferidas para um tubo cénico e centrifugadas a
720xg (Centrifuga 5810R - Eppendorf) por 5 minutos. O sedimento celular foi solubilizado
em PBS contendo 1% BSA e acrescentado da solugdo Mouse FcBlock™ (BD Biosciences).
Estas suspensdes foram incubadas por 20 minutos, a 4°C, e, em seguida, iniciada a
marcacgao das proteinas de superficie celular CD14 e MD-2. As células foram incubadas por
30 minutos, a 4°C, com quantidades saturantes dos anticorpos monoclonais anti-MD-2 (BD
Biosciences) conjugado a PE e anti-CD14 conjugado ao FITC (BD Biosciences).
Imunoglobulinas isotipo-especificas, ndo reagentes, marcadas com 0S mesmos
fluorocromos (BD Biosciences), foram utilizadas como controles (isotipo controle). Ao
término desta incubacao, as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de
BSA a 720xg por 5 minutos (Centrifuga 5810R - Eppendorf) e ressuspendidas em PBS
contendo 1% de formol. As células permaneceram em solugao de PBS-formol, a 4°C ao
abrigo da luz, at¢é o momento da andlise no citdbmetro de fluxo FACSCanto (BD). Para

andlise dos dados foi utilizado o programa FACSDiva (BD).

15. Determinacao da ativacao do fator de transcricao NF-xB

A ativagao do NF-«B foi avaliada nas 22, 42, 62, 82 e 102 semanas de infecgdo com a
amostra 1099-19 do fungo S. schenkii, utilizando-se o kit NF-xB ActivELISA™ (Imgenex).
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Para tanto, foi necessario a obtencdo dos extratos nucleares das células do exsudato
peritoneal dos camundongos C3H/HeJ e C3H/HePas infectados e dos animais controles.

Foram utilizados 5 animais para cada semana do experimento.

15.1. Obtencéao do extrato nuclear

As células do exsudato peritoneal foram obtidas assepticamente, conforme descrito
anteriormente, e a concentracdo celular foi ajustada a 2 x 10° células/mL em RPMI-C. A
obtengao do extrato nuclear foi feita utilizando-se o “Lysate Preparation Module”, contido no
kit NF-xB ActivELISA™ (Imgenex), utilizando-se tampdes e solugdes que acompanhavam o
mesmo, de acordo com as instrugdes do fabricante. Uma aliquota de 2mL desta suspenséo
celular foi transferida para um tubo coénico e foi centrifugada a 720xg, por 5 minutos, a 4°C e
o sedimento lavado com PBS-PMSF. O sedimento foi mantido em gelo e tratado com 1mL
do tampao de lise hipotbnico, homogeneizado com a pipeta e incubado por 15 minutos no
gelo. Apods a incubacao, cada tubo foi acrescentado de 50 pL da solucédo detergente 10% e
agitado vigorosamente por 10 segundos. As células foram centrifugadas por 30 segundos, a
25630 xg (Centrifuga 5810R - Eppendorf), a 4°C. O sedimento foi, entdo, tratado com o
tampao de lise nuclear, constituido de ditiotreitol (DTT), tampao de extracdo e de um
coquetel inibidor de protease (PIC), homogeneizando muito bem com a pipeta e agitado
vigorosamente por 30 segundos. Foi incubado por 30 minutos, a 4°C e, em seguida,
centrifugado a 4°C a 25630 xg (Centrifuga 5810R - Eppendorf), durante 10 minutos € o
sobrenadante obtido foi coletado e acondicionado a -80°C até o momento da realizagcdo do
teste. Uma pequena aliquota destes extratos foi usada para dosagem de proteinas pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

15.2. Ensaio de ativacao do fator de transcricao NF-xB

Este ensaio foi realizado conforme as instru¢des fornecidas pelo protocolo do kit NF-
«B/p65 ActivELISA™ (Imgenex) e empregando-se as solugbes e tampdes que
acompanhavam o mesmo. As placas de 96 cavidades foram sensibilizadas com o anticorpo
de captura e incubadas “overnight” (12-24h), a 4°C. Apés esta incubagao, as placas foram
lavadas e bloqueadas utilizando-se o tampao de lavagem contendo 1% de BSA. Em
seguida, foram adicionados 100uL das amostras e do padrdo de NF-xB em diferentes
concentragcdes. As amostras foram diluidas 1/10 em tampao de bloqueio a fim de se
alcancar a concentracéo de 15 a 1000ng/mL de proteinas no extrato nuclear, sugerida pelo
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fabricante. As placas foram novamente incubadas por 4 horas, em temperatura ambiente.
Durante esta incubagéao, foi proporcionada a ligacao especifica da forma ativa do NF-«B,
contida nos extratos nucleares, aos anticorpos especificos imobilizados nas cavidades da
placa. Terminado este periodo de incubacgéo, as cavidades foram lavadas 4 vezes com 300
ML por cavidade de tampédo de lavagem. Foram adicionados entdo 100 pL por cavidade do
anticorpo de deteccao diluido em tampao de bloqueio e as placas foram incubadas por uma
hora, em temperatura ambiente. Estes anticorpos, usados para detectar o NF-kB,
reconhecem um epitopo nas subunidades p65 que se torna acessivel apenas quando este
fator nuclear encontra-se ativado e ligado ao seu DNA alvo. Apds esta incubagao, as
cavidades foram novamente lavadas quatro vezes com o tampéo de lavagem (300 pL por
cavidade) e o anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina foi adicionado (100 pL por
cavidade). Ao término de mais uma incubagédo de 1 hora em temperatura ambiente, foram
executadas cinco lavagens como ja descrito acima.

Como ultima etapa do ensaio, foram adicionados as cavidades 100 pL da solugédo de
substrato (pNPP - p-Nitrofenil fosfato) e a placa foi incubada por 30 minutos, em temperatura
ambiente e, em seguida, foi feita a leitura em espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan
Ascent, Labsystems), usando-se o filtro de 405 nm. As concentragoes de NF-«B foram
determinadas através de uma reta padrao com concentra¢des conhecidas do padrao de p65

recombinante e expressas em ng/mL.

16. Determinacao da Apoptose das Células do Exsudato Peritoneal

A determinagao da apoptose nas células do exsudato peritoneal dos camundongos
C3H/HePas e C3H/Hed, infectados ou ndo com o fungo S. schenckii, foi baseada na
externalizacdo da fosfatidilserina (ZHANG et al., 1998). Para isso, as células do exsudato
peritoneal coletadas como descrito no item 7, foram ajustadas a concentracdo de 2x10°
células/mL em meio RPMI-C. As suspensbes celulares foram lavadas duas vezes com PBS
contendo 1% de BSA. O sedimento celular foi tratado com 100uL de tampéo de ligagdo de
anexina V (BD Biosciences) e acrescento de 5uL de Anexina V conjugada ao FITC (BD
Biosciences), que vai se ligar a fosfatidilserina, e de 10uL da solugao de iodeto de propidio
(BD Biosciences), para confirmar se a ligagdo da Anexina V ndo ocorreu somente pela
perda da integridade da membrana plasmatica. As suspensdes celulares foram incubadas
por 15 minutos, ao abrigo da luz e, em seguida, foram analisadas por citometria de fluxo
(FACSCanto BD). Para analise dos dados foi utilizado o programa FACSDiva (BD).
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17. Analise dos Resultados

Todos os experimentos foram realizados usando-se cinco animais por semana de
infeccdo e cada determinagdo foi executada em ftriplicata. A anadlise estatistica dos
resultados foi feita por intermédio do programa estatistico GraphPad Instat aplicando-se
andlise de varidncia com determinagado do nivel de significancia para p<0,05, através de

comparagdes multiplas (teste de Tukey).
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5. Resultados

5.1. Determinacao da Viabilidade Celular

A determinagéo da viabilidade celular foi realizada em células do exsudato peritoneal
obtidas de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed infectados, em diferentes periodos da
infeccdo e do grupo controle. As células foram mantidas em cultura por 24h em meio de
cultura RPMI-1640-C. Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram
expressos em percentual de viabilidade como média + desvio padrdo de 5 animais por
semana estudada e estao ilustrados nas Figuras 1 e na Tabela 1 (Apéndice).

O teste de viabilidade celular foi realizado nas culturas celulares a fim de
observarmos se as condi¢des de cultura, bem como a infec¢gdo no animal ou os antigenos
utilizados como estimulo poderiam ser toxicos para as culturas celulares. Os resultados aqui
apresentados demonstram que a infeccao provoca uma pequena alteragao na viabilidade
das células mantidas em culturas nas duas linhagens de camundongos estudadas, porém
esta reducdo da viabilidade celular observada no decorrer da infeccdo ndo afeta os
resultados de nossos testes.

Considerando-se como a maior viabilidade celular (100%) aquelas culturas celulares
realizadas somente em presenca de meio RPMI-1640-C, foram calculados os demais
percentuais das substancias testadas no presente estudo.

Nas células tratadas com o exoantigeno (ExoAg), observou—se pequena variacao na
viabilidade das células, sendo que os menores valores foram encontrados entre os animais
C3H/HePas nao infectados (Figura 1A), na oitava e décima semanas do estudo, sem
diferencas estatisticamente significativas em relacdo as demais semanas frente ao mesmo
estimulo. O LPS mostrou os menores valores de viabilidade celular entre a quarta e oitava
semanas, entretanto com diferencas estatisticamente significativos (p<0,05) somente
quando se compara a sexta com a segunda semana.

Quando as células foram tratadas com o extrato lipidico da fase leveduriforme (LeL)
foi observada uma variacdo na viabilidade celular dos animais C3H/HePas e C3H/Hed
infectados (Figuras 1B e 1D, respectivamente), comparando-se as segunda e sexta
semanas, nao estatisticamente significativos quando se compara as segundas semanas
(p>0,05), mas significativos quando se compara as sextas semanas (p>0,01) entre as duas
linhagens. Do mesmo modo, quando tratadas com o extrato lipidico da fase miceliar (LeM)
observamos que as células dos animais C3H/HePas infectados foram mais suscetiveis a
presenca deste estimulo na cultura de células, com menor viabilidade observada na quarta e
décima semanas de infeccdo, porém esta reducdo nao foi estatisticamente significativa
(p>0,05). Este resultado foi mais significativo nas células dos camundongos C3H/Hed

infectados, onde observamos uma reducéo significativa da viabilidade das células quando
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mantidas em cultura durante o periodo que vai da quarta até a sexta semana (p>0,05
quando se compara a segunda semana com a quarta, p<0,01 quando se compara a sexta
com a segunda semana e p<0,001 quando se compara tanto a quarta quanto a sexta

semanas com a oitava semana).
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Figura 1 — Viabilidade das células do exsudato peritoneal (PEC) de camundongos C3H/HePas nao
infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii e de camundongos C3H/HeJ nao
infectados (C) e infectados (D) com o fungo S. schenckii durante dez semanas. Os macréfagos
peritoneais de animais infectados e nao infectados foram cultivados em presencga de exoantiveno (ExoAg),
extratolipidico da fase leveduriforme (LeL) e miceliar (LeM), LPS ou somente em presenca do meio RPMI-
1640C como controle de células. Cada animal estudado foi avaliado em triplicata no momento de execugéo do
teste. Os resultados foram expressos em percentual (%) como média + desvio padrdo de cinco animais por

semana de infec¢do. (**p<0,01, ***p<0,001)
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5.2. Determinacao da Producao de Peréxido de Hidrogénio

A determinagéo da liberagdo de perdxido de hidrogénio foi realizada em células do
exsudato peritoneal de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed apds 1h de incubagdo em
diferentes periodos de infec¢éo e do grupo controle em presenca do ExoAg, LelL, LeM, PMA
(como controle positivo) ou somente solugdo tamponada de fosfato (como controle
negativo). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccao estdo representados
na Figura 2 e na Tabela 2 (Apéndice).

Embora o peréxido de hidrogénio (H.O,), bem como o anion superéxido (Oy),
provenientes do “burst” oxidativo mitocondrial dos macréfagos, desempenhem papel
fundamental na atividade bactericida destas células, as células do exsudato peritoneal tanto
dos camundongos C3H/HePas quanto dos C3H/HedJ infectados pelo fungo S. schenckii ndo
foram estimuladas pelo ExoAg do fungo a produzirem H,O, (p<0,001 quando comparados
com os respectivos controles positivos — Figura 2B), com excegcdo da 2% semana nos
camundongos C3H/HePas infectados, onde houve producédo deste mediador induzida pelo
ExoAg.

O LeL (Figura 2B) foi mais eficaz que o ExoAg em estimular a produgao de H,O, e
mesmo assim em pequenas quantidades nos animais infectados, significativamente
menores que o controle positivo — PMA na segunda (p<0,05) e quarta (p<0,01) semanas de
infecgao.

Entre os antigenos testados, o maior estimulo para a produgédo de H.O, foi o extrato
lipidico da fase miceliar (Figura 2B) na linhagem C3H/HePas, com valores estatisticamente
significativos quando comparados com as mesmas semanas em presenga do ExoAg ou LeL
(p<0,01). O mesmo resultado em relagdo aos camundongos C3H/Hed foi observado,
embora com produgéo de H,O, menor neste grupo de animais, observamos também que o
LeM induz uma resposta através da estimulagao do “burst” oxidativo, sendo as maiores
concentragcdes observadas na segunda e décima semanas de infec¢do (p<0,001 quando

comparados a quarta, sexta e oitava semanas).
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Figura 2 — Producdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) em cultura de células do exsudato
peritoneal de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e de camundongos e C3H/HeJ nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S.
schenckii durante dez semanas. As células do exsudato peritoneal dos animais infectados foram cultivadas
em presenca do exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da fase leveduriforme (LelL) e miceliar (LeM), PMA (como
controle positivo), e somente tampao fosfato, como controle negativo. As concentracbes de perdxido de
hidrogénio foram calculadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragbes
molares conhecidas de H,O,. Cada animal estudado foi avaliado em triplicata no momento de execugao do
teste. Os resultados foram expressos em nmols de H,O,/ 2x10° células, como média + desvio padrdo de 5
animais por semana de infec¢ao (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).
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5.3. Determinacéo da Producdo de Oxido Nitrico

A determinacéo da liberagdo de NO foi realizada em sobrenadantes de culturas de
células do exsudato peritoneal de camundongos C3H/HePas e C3H/HedJ em diferentes
periodos de infeccdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenga dos
antigenos do fungo ExoAg, LeL e LeM, de LPS (como controle positivo) ou somente meio
RPMI-1640-C (como controle negativo). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de
infeccao estao representados na Figura 3 e Tabela 3 (Apéndice).

Nos camundongos C3H/HePas nao infectados (Figura 3A) observou-se elevadas
concentragcdes de NO frente ao LPS enquanto que quando o Lel foi usado nas culturas
celulares a producdo de NO ocorreu em maiores concentragdes na segunda e
principalmente na oitava e décima semanas, estatisticamente significativos quando
comparados com a quarta e sexta semanas (p<0,01 em relagdo com a oitava e décima
semanas).

Quando as células dos camundongos C3H/HePas e C3H/Hed foram tratadas com o
ExoAg (Figura 3), observou-se que houve apenas uma pequena liberacdo de NO em todos
0s grupos testados, com p<0,001 quando comparada com o respectivo controle positivo,
exceto na décima semana dos animais C3H/HeJ (p>0,05).

Os antigenos lipidicos do fungo apresentaram maiores niveis de liberagcdo de NO em
relagdo ao ExoAg. Observamos maiores niveis de NO no periodo entre a segunda e oitava
semanas de infecgdo entre os camundongos C3H/HePas infectados quando as células
foram tratadas com o LelL (Figura 3B), valores estatisticamente significativos quando
comparado com o ExoAg no mesmo periodo (p<0,001). Em relagdo ao LeM (Figura 3B)
observou-se baixa producédo de NO durante todo o periodo do estudo.

Quando se analisou a producdao de NO entre os camundongos C3H/Hed nao
infectados, verifica-se que o ExoAg (Figura 3C) foi o Unico antigeno a induzir a producao
desta molécula, o que ocorreu somente na décima semana de infeccdo, estatisticamente
significativo quando comparado com a oitava semana (p<0,001) (Figura 3C).

Entre os camundongos C3H/Hed infectados (Figura 3D) a producao de NO foi muito
baixa, inclusive quando estimulada pelo LPS. No entanto, os maiores niveis de producao de
NO foram observados em resposta ao Lel, principalmente na quarta semana de infeccao

(p<0,05 em relacao a sexta semana e p<0,001 em relagao a oitava).
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Figura 3 — Producao de NO em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos C3H/HePas
nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii e de camundongos e C3H/HeJ nao
infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S. schenckii durante dez semanas. Os macréfagos dos
animais infectados e ndo infectados foram cultivados em presenca de exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da
fase leveduriforme (LeL) e miceliar (LeM), LPS e somente meio RPMI-1640C. Cada animal estudado foi
avaliado em triplicata no momento de execugdo do teste. As concentragdes de nitrito foram obtidas através de
uma reta padrédo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de nitrito de sodio (NaNO,)
e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrédo de 5 cinco animais
por semana de infecgao (*p<0,05, ***p<0,001).
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5.4. Determinacao da Producao de IL-1B

A determinagéo da produgédo de IL-1B foi realizada nos sobrenadantes de culturas de
macréfagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/HedJ em diferentes periodos de
infeccdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenca dos antigenos do fungo
ExoAg, LeL e LeM), do LPS (como controle positivo) ou somente meio RPMI-1640-C (como
controle negativo) e também nos soros desses mesmos animais infectados ou néo
(controle). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de IL-1B e estao representados nas Figuras 4 e 5 e Tabelas 4 e 5 (Apéndice),
para os sobrenadantes e para os soros, respectivamente, como média + desvio padrao de
cinco animais por semana estudada.

Quando estimuladas com o ExoAg observou-se uma menor produgdo de IL-1B no
periodo entre a quarta e sexta semanas de infecgao nos camundongos C3H/HePas (Figura
4B), embora ndo estatisticamente significativos (p>0,05). Por outro lado analisando-se a
producédo de IL-1B pelos animais C3H/HedJ infectados observamos um perfil diferente de
liberagdo deste mediador, com alta concentragcdo encontrada apenas na oitava semana,
com diferenga estatisticamente significativa (p<0,001) quando comparado as demais
semanas.

A resposta ao LelL foi maior na segunda semana de infecgdo nos camundongos
C3H/HePas, com uma menor produgao entre a quarta e a sexta semanas de infecgdo
(p<0,001 em relagdo as demais semanas) e novo aumento na oitava e décima semanas
(Figura 4B). Os camundongos C3H/Hed infectados produziram concentragbes muito
menores desta citocina durante o periodo estudado, e uma redugao na produgéo de IL-1 foi
observada nas semanas seis e oito, mais tardiamente do que aquela observada nos animais
C3H/HePas (Figura 4D).

Nas células tratadas com o LeM observamos também menor produ¢éo de IL-1f no
periodo que vai da quarta a oitava semana de infecgdo nos camundongos C3H/HePas
(Figura 4B), estatisticamente significativa em relagdo as semanas dois e dez (p<0,001).
Entre os camundongos C3H/HeJ observamos os menores niveis de producédo de IL-1p na
sexta e oitava semanas (Figura 4D), com valores de p<0,001 quando comparado com a
segunda e décima semana.

Em relagdo a presencga da IL-1B no soro dos animais (Figura 5), observou-se que a
maior liberagdo ocorreu nos camundongos C3H/HePas, com maior concentracdo na
segunda semana de infeccdo. Nos camundongos C3H/HedJ, observou-se menores
concentragdes desta citocina nos soros dos camundongos infectados e o pico de liberagao

de IL-1 ocorreu mais tarde, na sexta semana de infecgao.
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Figura 4 — Concentracdao de IL-1B liberado nos sobrenadantes de cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e de camundongos e C3H/HeJ nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S.
schenckii durante dez semanas. Os macréfagos peritoneais dos camundongos infectados e nao
infectados foram cultivados em presenca de exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da fase leveduriforme
(LeL) e miceliar (LeM), LPS e somente meio RPMI-1640C. As concentragdes de IL-1 foram determinadas
através de teste imunoenzimdtico (ELISA) e calculadas utilizando uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentragdes conhecidas de IL-1B. Os resultados foram expressos em pg/mL como

média + desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgao.(***p<0,001)
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Figura 5 — Concentracdao de IL-1B liberado nos soros de camundongos C3H/HePas (A) e
C3H/HedJ (B) infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii durante dez semanas. As
concentragdes de IL-1f foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma reta
padrao previamente estabelecida com concentragdes conhecidas de IL-1B. Os resultados foram expressos

em pg/mL como média * desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgéo. (***p<0,001)
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5.5. Determinacao da Producao de TNF-a

A determinagao da produgédo de TNF-a foi realizada nos sobrenadantes de culturas
de macrofagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed em diferentes periodos
de infecgcdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenga dos antigenos do
fungo ExoAg, LeL e LeM, do LPS (como controle positivo) ou somente meio RPMI-1640-C
(como controle negativo) e também nos soros desses mesmos animais infectados ou nao
(controle). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de TNF-a e estao representados nas Figuras 6 e 7 e Tabelas 6 e 7 (Apéndice),
para sobrenadantes e os soros, respectivamente, como média = desvio padrdo de cinco
animais por semana estudada.

Quando as culturas de células dos animais infectados com o fungo S. schenckii
foram tratadas com o LPS, observou-se um perfil semelhante de produgdo de TNF-a nas
duas linhagens estudadas, C3H/Hed e C3H/HePas, embora com niveis significativamente
menores produzidos pelas células dos camundongos C3H/Hed. Verificou-se elevada
producdo de TNF-o na segunda e quarta semanas de infeccdo e declinio até a décima
semana (p<0,001 entre a segunda e décimas semanas de infecg¢éo).

Utilizando-se os antigenos do fungo nas culturas celulares verificou-se que cada
antigeno induziu uma resposta diferente de produgao de TNF-a.. Em resposta ao ExoAg as
células dos camundongos C3H/HePas produziram apenas baixa concentragdo de TNF-a,
sendo observado uma menor produc¢ao de TNF-a no periodo que vai da sexta até a décima
semana de infecgdo, com diferengas estatisticamente significativas entre a segunda com a
sexta e décima semanas de infec¢ao (p<0,01).

Em relagédo ao Lel, nos camundongos C3H/HePas verificou-se elevada produgao de
TNF-o na segunda semana de infecgdo, com o pico de maior produgao ocorrendo na quarta
semana (Figura 6B). Apds este periodo observou-se niveis decrescentes até a décima
semana de infecgao (p<0,001 entre a quarta e décimas semanas).

Ja o LeM estimulou a produgéo de TNF-a em baixas concentragbes e com poucas
variagdes durante as dez semanas, porém foi observado uma menor produgdo deste
mediador na oitava semana de infecgao, sendo estatisticamente significativas as diferengas
entre a oitava semana com a segunda (p<0,001), sexta (p<0,05) e décima semanas
(p<0,001).

As células dos camundongos C3H/Hed responderam muito mais fracamente aos
antigenos fungicos do que os camundongos C3H/HePas. Nao foi observada resposta de
producdo de TNF-a quando as células dos camundongos C3H/Hed, infectados ou nao

(Figuras 6D e 6C, respectivamente), foram desafiadas com o ExoAg ou o LeM do fungo.
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Concentragédo de TNF-a (pg/mL)

Quando as culturas celulares foram tratadas com o Lel, verificou-se a producdo de TNF-o

apenas na quarta e sexta semanas de infecgao (Figura 6D).

Em relagdo a presenga desta citocina no soro dos animais (Figura 7), sé aconteceu

de maneira detectavel nos camundongos C3H/HePas, sendo as maiores concentragdes

observadas na quarta (p<0,001 quando comparado com a segunda semana), oitava e

décima semanas de infec¢do (p<0,001 quando comparada com a sexta semana de

infeccao).
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Figura 6 — Concentracao de TNF-o liberado nos sobrenadantes de cultura de macréfagos

peritoneais de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.

schenckii e de camundongos e C3H/Hed nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S.

schenckii durante dez semanas. Os macréfagos peritoneais dos camundongos infectados e nio

infectados foram cultivados em presenca de exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da fase leveduriforme

(LeL) e miceliar (LeM), LPS e somente meio RPMI-1640C. As concentrages de TNF-a foram calculadas

através de uma reta padrao previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de TNF-a.

Os resultados foram expressos em pg/mL como média + desvio padrdo de 5 animais por semana de

infecgdo. (***p<0,001)
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Figura 7 — Concentracdo de TNF-a liberado nos soros de camundongos C3H/HePas (A) e
C3H/HeJ (B) infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii durante dez semanas. As
concentragdes de TNF-a foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma reta
padrao previamente estabelecida com concentragcbes conhecidas de TNF-o. Os resultados foram

expressos em pg/mL, como média * desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgdo. (***p<0,001)
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5.6. Determinacao da Producao de IL-12

A determinagdo da producéo de IL-12 foi realizada nos sobrenadantes de culturas de
macréfagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/HedJ, em diferentes periodos
de infecgcdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenga dos antigenos do
fungo ExoAg, LeL e LeM, do LPS (como controle positivo) ou somente meio RPMI-1640-C
(como controle negativo) e também nos soros desses mesmos animais infectados ou nao
(controle). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de IL-12 e estado representados nas Figuras 8 e 9 e Tabelas 8 e 9 (Apéndice),
para os sobrenadantes e soros, respectivamente, como média * desvio padrdo de cinco
animais por semana estudada.

Observou-se um perfil diferente de produgdo de IL-12 pelas duas linhagens de
camundongos utilizadas no estudo. As maiores concentracoes de IL-12 foram observadas
nos sobrenadantes das culturas dos macréfagos peritoneais dos camundongos C3H/Hed.

Em relagdo aos camundongos C3H/HePas, observamos que a produgédo de IL-12
pelas células estimuladas com o LPS ocorreu em maiores concentra¢gbes na segunda
semana e de forma decrescente ate a décima semana (p<0,001 entre a segunda e décima
semanas). O mesmo resultado foi observado em resposta ao LeL e LeM (Figura 8B), com as
maiores concentracdes sendo observadas na segunda semana de infeccdo, e niveis
indetectaveis na sexta, oitava e décima semanas de infecgdo. Em resposta ao ExoAg a
producéo de IL-12 s6 foi detectada na décima semana de infecgao neste grupo de animais.

Niveis muito maiores de producao de IL-12 foram observados entre a segunda e
quarta semanas de infecgdo nos camundongos C3H/Hed (Figura 8D) frente aos antigenos
do fungo. Apés este periodo observou-se um declinio significativo na producdo desta
citocina entre a sexta e oitava semanas (sendo p<0,001 quando se compara a producao de
IL-12 observada da quarta semana com a sexta e oitava semanas) e um leve aumento
ocorrendo novamente na décima semana de infecgdo, com p<0,001 quando se compara a
producéo observada na décima semana com a oitava semana, estimuladas com o ExoAg ou
LeM.

Quando as culturas celulares foram tratadas com o antigeno lipidico LeL observou-se
maiores concentragdes desta citocina na segunda semana de infeccdo, com declinio
progressivo até a sexta semana (p<0,001 entre a segunda e oitava semanas), e voltando a
aumentar na oitava semana (p<0,001 entre a décima e a oitava semanas).

Quando se avaliou a liberagdo de IL-12 nos soros dos animais infectados e nao

infectados, ndo foram encontrados niveis desta citocina (p>0,05).
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Figura 8 — Concentracdo de IL-12 liberada nos sobrenadantes de cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e de camundongos e C3H/HeJ nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S.

schenckii durante dez semanas. Os macréfagos peritoneais dos camundongos infectados e nao

infectados foram cultivadas em presenca de exoantigeno (ExoAg), extrato lipidico da fase leveduriforme
(LeL) e miceliar (LeM), LPS e somente meio RPMI-1640C. As concentrages de IL-12 foram calculadas

através de uma reta padrao previamente estabelecida com concentragbes molares conhecidas de IL-12.

Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5 animais por semana de
infecgdo. (***p<0,001)
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Figura 9 — Concentracao de IL-12 liberado nos soros de camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ
infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii durante dez semanas. As concentragtes
de IL-12 foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentragcdes conhecidas de IL-12. Os resultados foram expressos em

pg/mL, como média + desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgao.
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5.7. Determinacao da Producao de IL-10

A determinagédo da producéo de IL-10 foi realizada nos sobrenadantes de culturas de
macrofagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed em diferentes periodos de
infeccdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenca dos antigenos do fungo
ExoAg, LeL e LeM, do LPS (como controle positivo) ou somente meio RPMI-1640-C (como
controle negativo) e também nos soros desses mesmos animais infectados ou néo
(controle). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de IL-10 e estdo representados nas Figuras 10 e 11 e Tabelas 10 e 11
(Apéndice) para os sobrenadantes e soros, respectivamente, como média + desvio padrao
de cinco animais por semana estudada.

Entre os camundongos C3H/HePas observamos que em presenga do ExoAg houve
producéo de IL-10 somente na sexta e décima semanas de infecgao. Quando tratadas com
0 LeL observou-se niveis maiores de produgao desta citocina, com pequena redugdo na
sexta semana e redugdo bastante significativa na oitava semana (p<0,001 quando
comparado com a segunda e quarta semanas e p<0,05 quando comparado com a sexta
semana) e 0s maiores niveis observados na décima semana. J&4 quando o LeM foi usado
como estimulo, observou-se a produgéo de IL-10 somente na décima semana de infecgao
(p<0,01 em relagédo as demais semanas).

Em relagdo aos camundongos C3H/Hed nao foi observada a produgao desta citocina
nos sobrenadantes de culturas dos macréfagos peritoneais dos camundongos infectados ou
nao infectados frente a qualquer dos estimulos testados.

Em relagdo a presenga desta citocina nos soros destes animais, observamos a
presenca de pequena concentragdo de IL-10 nos soros dos animais C3H/HePas nao
infectados nos periodos correspondentes a quarta até a décima semanas do estudo. Entre
os camundongos C3H/HePas infectados observamos picos de concentracdo desta citocina
na sexta e décima semanas de infecgdo (com p<0,001 quando comparado com a segunda,
quarta e oitava semanas, e também com diferenca estatisticamente significativa entre a
sexta e oitava semana). Ja entre os camundongos, ndo foram encontrados niveis

detectaveis de IL-10 nos soros dos camundongos infectados ou nao.
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Figura 10 — Concentracédo de IL- 10 liberada nos sobrenadantes de cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e C3H/Hed nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S. schenckii durante
dez semanas. Os macréfagos peritoneais dos camundongos infectados e nédo infectados foram cultivadas
em presenca de exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da fase leveduriforme (LeL) e miceliar (LeM), LPS e
somente meio RPMI-1640C. As concentragbes de IL-10 foram calculadas através de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentragbes molares conhecidas de IL-10. Os resultados foram

expressos em pg/mL, como média + desvio padrao de 5 animais por semana de infecgéo. (***p<0,001)
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C3H/HeJ (B) infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii durante dez semanas. As
concentragdes de IL-10 foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma

reta padréo previamente estabelecida com concentragdes conhecidas de IL-10. Os resultados foram

expressos em pg/mL, como média = desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgao.

(***p<0,001)
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5.8. Determinacao da Producao de TGF-3

A determinagao da produgéo de TGF-B foi realizada nos sobrenadantes de culturas
de macrofagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed em diferentes periodos
de infecgdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle, em presenga dos antigenos do
fungo ExoAg, LeL e LeM, do LPS (como controle positivo) ou somente meio RPMI-1640-C
(como controle negativo) e também nos soros desses mesmos animais infectados ou nao
(controle). Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccdo foram calculados
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares
conhecidas de TGF-p e estdo representados nas Figuras 12 e 13 e Tabelas 12 e 13
(Apéndice), para os sobrenadantes e soros, respectivamente, como média + desvio padrao
de cinco animais por semana estudada.

Ao contrario do que observamos para a maioria dos outros mediadores, as células
dos animais C3H/HedJ infectados, produziram maiores quantidades de TGF-B do que as
células dos animais C3H/HePas nas mesmas condicées. Nao foram observados niveis
detectaveis de TGF-B nos sobrenadantes de culturas de macrofagos peritoneais dos
camundongos C3H/HePas frente a qualquer dos estimulos utilizados nos ensaios (Figura
12A e 12B).

Ja entre os animais C3H/HeJ infectados (Figura 12D) observamos elevada produgao
de TGF-B pelos macrofagos peritoneais estimulados com o ExoAg na segunda e quarta
semana, com menor produ¢do na sexta semana e voltando a aumentar na oitava e décima
semanas.

Quando as células dos animais C3H/HeJ infectados foram cultivadas na presencga do
LeL observamos as menores concentragdoes de TGF-B no periodo que vai da quarta a sexta
semana de infeccdo, sendo estes niveis bem maiores do que aquele estimulado pelo
ExoAg.

O LeM estimulou a produgédo de altas concentragbes de TGF-f pelas células dos
camundongos C3H/Hed a partir da segunda semana, sendo as menores concentragdes
observadas entre a quarta e sexta semanas, e valores novamente altos na oitava e décima
semanas de infecgéao.

Ao contrario do que foi observado nos sobrenadantes das culturas de macrofagos, a
deteccao de TGF-f no soro dos camundongos ocorreu de forma significativamente maior

nos camundongos C3H/HePas (Figura 13).
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Figura 12 — Concentracdo de TGF-B liberada nos sobrenadantes de cultura de macrofagos

peritoneais de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e C3H/HeJ nao infectados (C) ou infectados (D) com o fungo S. schenckii dez

semanas. Os macréfagos peritoneais dos camundongos infectados e néo infectados foram cultivadas em

presenga de exoantigeno (ExoAg), extratolipidico da fase leveduriforme (LelL) e miceliar (LeM), LPS e

somente meio RPMI-1640C. As concentragbes de TGF-f foram calculadas através de uma reta padrao

previamente estabelecida com concentragbes molares conhecidas de TGF-B. Os resultados foram

expressos em pg/mL, como média + desvio padrao de 5 animais por semana de infecgao. (***p<0,001)

74



J) oo

Concentragdo de TGF-B (pg/mL)

[ Infectados
B Nao Infectados

*
*
*

Fﬁ

Semanas de Estudo
C3H/HePas

Concentragdo de TGF- (pg/mL)

16000

M Infectados
B Nao Infectados

14000
12000 -
10000 -
8000
6000
4000 4
2000 4
°-Jl_ll_ll_ll_lL

2° 42 6° 8 10°

Semanas de Estudo
C3H/HeJ

Figura 13 — Concentracdo de TGF-B liberado nos soros de camundongos C3H/HePas (A) e

C3H/HedJ (B) infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii durante dez semanas. As

concentragdes de TGF- foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma

reta padrao previamente estabelecida com concentragées conhecidas de TGF-B. Os resultados

foram expressos em pg/mL, como média * desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgao.

(**p<0,001)
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5.9. Determinacao intracelular das citocinas IL-1, TNF-q, IL-12, IL-10 e TGF-$
A determinacgdo intracelular das citocinas IL-1, TNF-a, IL-12, IL-10 e TGF-B foi

realizada em macrofagos peritoneais de camundongos C3H/HePas e C3H/HedJ em
diferentes periodos de infec¢gdo com o fungo S. schenckii e do grupo controle. Os resultados
estao representados na Figura 14 como mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) da
citocina obtida de macrofagos peritoneais estimulados in vitro ou ndo com PMA e
ionomicina.

Na determinagéo intracelular das citocinas observou-se que a produgéo das citocinas
ocorreu em niveis significativamente maiores nos camundongos C3H/HePas do que nos
camundongos C3H/HelJ.

A concentragao intracelular de IL-1 (Figura 14A e Tabela 14 — Apéndice) foi
observada em niveis muito maiores nos camundongos C3H/HePas do que nos C3H/Hed.
Entre os camundongos C3H/HePas nao infectados observou-se uma redugao nos niveis de
IL-1 apenas na décima semana do estudo. Ja entre os camundongos C3H/HePas infectados
a concentragdo intracelular de IL-1 variou entre as semanas de infecgdo, com baixos niveis
durante a segunda e quarta semanas, com a maior concentragdo sendo observada na sexta
semana (p<0,001 quando se compara a sexta as demais semanas) e as menores
concentragdes na oitava e décima semanas. Entre os camundongos C3H/HedJ, a produgao
de IL-1 intracelular ocorreu em concentragdes muito menores que aquelas observadas nos
C3H/HePas e num perfil um pouco diferente. Nos animais C3H/HedJ néo infectados a
producdo de IL-1 ocorreu em menores concentracdes na segunda semana do estudo
(p<0,001 quando se comparou com as outras semanas de infeccdo), aumentou na quarta e
manteve niveis semelhantes ate a décima semana. Entre os C3H/HedJ infectados, verificou-
se maiores niveis de IL-1 na quarta e oitava semanas de infeccdo, sendo os menores niveis
encontrados na segunda semana (p<0,001).

Os resultados da determinacgéo intracelular da citocina TNF-o estdo representados
na Figura 14B (Tabela 15 — Apéndice) demonstrando que a producgao intracelular de TNF-o
também aconteceu de forma muito mais significativa nas células dos camundongos
C3H/HePas do que nas células dos camundongos C3H/Hed. Entre os camundongos
C3H/HePas infectados a producao de TNF-a ocorreu em baixas concentracdes durante todo
o periodo de infecgdo, exceto na sexta semana (p<0,001), quando observou-se uma
producao extremamente elevada desta citocina, principalmente nas células ndo estimuladas
com PMA e ionomicina. Ja nos camundongos C3H/HedJ infectados a produgcao de TNF-a foi
observada em concentracées muito menores do que nos camundongos C3H/HePas e num
perfil diferente. Houve maior producao desta citocina na segunda e quarta semanas, e os
menores niveis foram observados na sexta semana de infecgéo (p<0,001).
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As quantidades detectadas da IL-12 também foram muito maiores nos camundongos
C3H/HePas do que nos C3H/Hed (Figura 14C e Tabela 16 — Apéndice), embora neste caso
num perfil muito parecido entre os grupos. No grupo controle dos camundongos C3H/HePas
a produgdo de IL-12 s6é foi detectavel na oitava e décimas semanas e em baixas
concentragdes. Entre os camundongos C3H/HePas infectados a producao de IL-12 foi alta
desde a segunda semana, com niveis crescentes até a sexta semana, quando se observou
a maior produgdo desta citocina. Houve um declinio significativo na oitava e décima
semanas de infecgao (p<0,001 em relagdo a segunda, quarta e sexta semanas). Entre os
camundongos C3H/Hed néo infectados a producdo de IL-12 também foi baixa durante as
dez semanas do estudo. Ja entre os camundongos C3H/HeJ infectados a produgédo desta
citocina foi baixa durante todo o periodo estudado, exceto na sexta semana quando também
foi observado o pico de produgao desta citocina (p<0,01), embora ainda em concentragdes
muito menores do que nos C3H/HePas no mesmo periodo.

A produgdo intracelular de IL-10 (Figura 14D e Tabela 17 — Apéndice) nos
camundongos C3H/HePas néo infectados s6 foi detectavel na oitava e décima semanas do
estudo, sem muita variagdo nestas duas semanas. Entre os camundongos C3H/HePas
infectados a producédo de IL-10 foi baixa durante a maior parte da infec¢do. O pico de
producéo intracelular desta citocina ocorreu na quarta semana de infecgdo, com niveis
significativamente maiores que as demais semanas (p<0,001). Ja entre os camundongos
C3H/HeJ a produgao intracelular de IL-10 foi detectada em niveis muito mais baixos que nos
camundongos C3H/HePas. Observou-se que no grupo controle dos camundongos C3H/Hed
a produgdo de IL-10 foi detectavel durante todo o periodo estudado, demonstrando os
menores niveis na segunda semana de infeccdo (p<0,001 em relacdo as demais semanas).
Nos camundongos C3H/HeJ infectados a producao de IL-10 foi maior na quarta e décima
semanas de infeccdo, em niveis significativamente maiores que as demais semanas
(p<0,001) e em menores concentracées do que nos animais C3H/HePas.

Em relacédo a producao intracelular de TGF-B (Figura 14E e Tabela 18 — Apéndice)
pelas células dos camundongos C3H/HePas nao infectados, s6 ocorreu de forma detectavel
na oitava e décima semanas do estudo, ainda assim em niveis muito baixos. Ao contrério,
nos camundongos C3H/HePas infectados os maiores niveis de TGF-f foram observados na
segunda e principalmente na quarta semanas de infeccdo, com niveis significativamente
menores nas semanas seis até a dez (p<0,001). Entre os camundongos C3H/HedJ nao
infectados a produgdo de TGF-B foi detectavel desde a quarta semana do estudo, embora
também em niveis muito baixos. No grupo de camundongos C3H/HedJ infectados a producao
de TGF-B foi muito menor do que aquela observada nos camundongos C3H/HePas, sendo
que a producéo ocorreu principalmente na quarta e oitava semanas de infecgdo, sendo
p<0,01 e p<0,001, respectivamente, quando se compara as demais semanas de infeccao.
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Figura 14 - Producado de citocinas intracelulares pelos macréfagos peritoneais de

camudongos deficientes (C3H/HeJ) ou nao (C3H/HePas) no TLR4 infectados e ndo com o

fungo S. schenckii durante dez semanas. As citocinas IL-1, TNF-o, IL-12, IL-10 e TGF-B foram

detectadas e quantificadas intracelularmente através da metodologia da citometria de fluxo. Os resultados

apresentados referem-se aos valores médios das medianas de intensidade de fluorescéncia (MIF) £ desvio

padrao obtidos de macréfagos estimulados ou ndo com PMA e ionomicina (n = 5 animais por semana).
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Figura 15 - Histogramas representativos da producédo de citocinas IL-1, TNF-a, IL-12, IL-10 e

TGF-B pelos macréfagos peritoneais de camundongos TLR4 normais (C3H/HePas) infectados

ou nao durante dez semanas de infeccao com o fungo S. schenckii. Os valores apresentados nos

quadrantes dos histogramas correspondem aos valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia de cinco animais por dia.
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Figura 16 - Histogramas representativos da producédo de citocinas IL-1, TNF-a, IL-12, IL-10 e

TGF-B pelos macréfagos peritoneais de camundongos deficientes no TLR4 (C3H/Hed)

infectados ou ndo durante dez semanas de infeccdo com o fungo S. schenckii. Os valores

apresentados nos quadrantes dos histogramas correspondem aos valores médios das medianas das

intensidades de fluorescéncia de cinco animais por dia.
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5.10. Avaliacao da ativacao do fator nuclear (NF-xB)

A ativagao do NF-kB foi avaliada nos extratos nucleares obtidos das células do
exsudato peritoneal de camundongos C3H/HePas e C3H/Hed infectados ou ndo com o
fungo S. schenckii durante dez semanas.Os resultados obtidos nas diferentes semanas de
infeccdo foram calculados através de uma reta padrao previamente estabelecida com
concentracbes molares conhecidas de NF-xB e estdo representados nas Figuras 17 e
Tabela 19 (Apéndice), como média * desvio padrao de cinco animais por semana estudada.

Na determinagdo do NF-kB nuclear observou-se que entre as duas linhagens de
camundongos estudadas, as células dos camundongos C3H/HePas apresentaram niveis
bem maiores da proteina no nacleo das células que os camundongos C3H/Hed. Entretanto
foi observado um perfil semelhante nas concentracées de NF-kB no ndcleo das células das
duas linhagens de camundongos, com as maiores concentra¢des observadas na segunda

semana de infecgao e depois outro pico na sexta semana.

A D Nao infectados D Nao infectados
[l nfectados _ [l Infectados
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2 2
£
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C3H/HePas C3H/HeJ

Figura 17 — Determinacdao de NF-kxB nos extratos nucleares de macrofagos peritoneais de
camundongos C3H/HePas (A) e C3H/HedJ (B) infectados ou nao com o fungo S. schenckii
durante 10 semanas. Os extratos nucleares foram obtidos e a dosagem de NF-xB foi determinada
através de ensaio imunoenzimatico - ELISA. As concentragcdes de NF-xB foram calculadas através de uma
reta padrdo previamente estabelecida com concentragbes molares conhecidas de NF-xB. Os resultados

foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5 animais por semana de infecgao (p<0,001).
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5.11. Determinacao da expressao de CD14 e MD-2

A expresséo das proteinas de CD14 e MD-2 foi quantificada na superficie das células
do exsudato peritoneal de camundongos C3H/HePas e C3H/H3J infectados e nao
infectados com o fungo S. schenckii. Os resultados estao representados na Figura 18 e
Tabela 20 (Apéndice) como média + desvio padrao dos percentuais de expressao de cada
proteina.

A expressdo de CD14 nas células dos camundongos C3H/HePas foi identificada
principalmente nas trés primeiras semanas do estudo, tanto do grupo controle (Figura 18A)
quando do grupo dos animais infectados (Figura 18B). Porém houve uma maior expressao
nas células dos animais infectados na segunda e sexta semanas da infec¢do, sendo
p<0,001 quando comparado com a quarta, oitava e décima semanas.

Nos camundongos C3H/Hed a expressado de CD14 também ocorreu de forma mais
significativa nas células dos animais infectados (Figura 18D) do que nos animais nao
infectados (Figura 18C). Entre os animais infectados a maior presenga desta proteina na
superficie das células ocorreu também nas semanas iniciais do estudo, entre a segunda e
quarta semanas da infecgao.

Em relacdo a expressao da proteina MD-2, houve pouca diferenca na expressao
desta proteina nas células dos animais C3H/HePas e C3H/HeJ, tanto no grupo infectado

quanto no grupo controle.

82



J) oo

>
o
O
o
P
N

30+ 304 W MD-2
[] CD-14 1
< Il MD-2 o5 | [ - [ |
5 2” | | I
a o 1
= Q 20
3207 =
A ¥
< 154 A 154 T
kel o
o (6]
g ©
9 10 104
g 10 x§
o [%]
i o
5 1 s 5
’ ull
0- oz 42 62 82 102 0 22 42 62 82 102
C Semanas de Estudo D Semanas de Infecgao
C3H/HePas C3H/HePas
30+ 30
[] CD-14 [] CD-14
S B MD-2 9 @ MD-2
= 25 < 25
N N
) )
=
% 20+ F 204
o) o)
O O
154 15 -
% 8 *kk
o o
T ]
g 10 4 8 10 4 *T* I ] I
< g { \ w w
e =
] — L ] m
0 0 a a a a a
2 42 6° g8 102 2 42 62 82 102
Semanas de Estudo Semanas de Infecgéao
C3H/Hed C3H/Hed

Figura 18 — Determinacao da expressao de CD14 e MD2 na superficie das células do exsudato
peritoneal de camundongos C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S.
schenckii e camundongos C3H/Hed nao infectaos (C) e infectados (D) com o fungo S.
schenckii durante dez semanas. A expressao de CD14 e MD2 foi quantificada utilizando a técnica
de citometria de fluxo e os resultados expressos em percentual como média + desvio padrao de 5
animais por semana de infecgao.(***p<0,001)
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Figura 19 — Graficos “dot plots” representativos da expressao de CD14 e MD-2 nas células do

exsudato peritoneal de camundongos deficientes (C3H/HedJ — C e D) ou nao (C3H/HePas — A e

B) no TLR4 infectados ou ndao com o fungo S. schenckii. Os valores apresentados nos quadrantes

dos gréficos correspondem aos valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de cinco

animais por dia.
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5.12. Determinacao da apoptose das células do exsudato peritoneal

A presenca de apoptose nas células do exsudato peritoneal de camundongos
C3H/HePas e C3H/Hed, infectados e nao infectados com o fungo S. schenckii foi avaliada
empregando-se a técnica de citometria de fluxo, através da ligagéo de anexina V as células
em apoptose e empregando-se iodeto de propideo (Pl), um corante vital, para caracterizar
as células que estdo em eventos mais tardios de apoptose ou mesmo em necrose. Os
resultados estdo representados na Figura 20 e Tabela 21 (Apéndice) e foram expressos
como média + desvio padrao do percentual de células em apoptose ou necrose.

Entre os camundongos C3H/HePas nao infectados (Figura 20A) observou-se baixos
niveis de apoptose/necrose durante as dez semanas do estudo, sendo que na sexta e oitava
semanas houve uma redugdo no percentual das células em apoptose. Ja entre os
camundongos C3H/HePas (Figura 20B) infectados observou-se que no inicio do estudo
predominam as células em apoptose (marcadas somente com anexina); os percentuais de
necrose neste grupo de animais nao variou significativamente entre as dez semanas de
infecgao.

Observou-se que tanto nas células dos camundongos C3H/Hed do grupo controle
(Figura 20C) quanto do grupo infectado (Figura 20D), houve um percentual muito menor de
apoptose do que aquele observando entre os camundongos C3H/HePas. No entanto, os
percentuais de necrose (células duplamente marcadas, com Anexina V e Pl) verificados
entre os camundongos C3H/Hed nao infectados foram maiores do que aqueles observados
entre os camundongos C3H/HePas, embora com valores nédo estatisticamente significativos.

Entre os animais C3H/Hed (Figura 20D) infectados observou-se também maior
percentual de necrose em relacdo a apoptose durante as dez semanas de infeccdo. O
percentual de necrose ocorreu de forma crescente até a décima semana de infecgéo,
chegando a valores estatisticamente significativos em relagdo aqueles observados nas

semanas iniciais do estudo.
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Figura 20 — Determinacao de apoptose nas células do exsudato peritoneal de camundongos
C3H/HePas nao infectados (A) e infectados (B) com o fungo S. schenckii e camundongos
C3H/HedJ nao infectaos (C) e infectados (D) com o fungo S. schenckii durante 10 semanas. A
apoptose foi quantificada utilizando a técnica de citometria de fluxo através da determinagao de
Anexina V e iodeto de propidio (Pl). Os resultados estdo expressos em percentual de células em
apoptose como média + desvio padrao de 5 animais por semana de infecgao(***p<0,001).
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Figura 21 — Graficos “dot plots” representativos da deteccao de apoptose/necrose nas células
do exsudato peritoneal de camundongos deficientes (C3H/HeJ — C e D) ou nao (C3H/HePas — A
e B) no TLR4 infectados ou ndao com o fungo S. schenckii. Os valores apresentados nos quadrantes
dos graficos correspondem aos valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de cinco

animais por dia.
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Quadro 1 - Representacdo dos resultados observados na esporotricose experimental em
camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ infectados frente ao ExoAg.

Semanas de Infecgdo

Teste C3H/HePas C3H/HeJ

22 42 62 82 102 P 42 62 82 102
MTT 0 0 0 ) i) 1) T T T T
H.05 T l l d d T T d l l
NO l l l l l l l l l d
IL-1B 0 ! ! 0 0 T d { d d
TNF-a \) 0 ) T \) 2 T ! l {
IL-12 N l (R AN 0
IL-10 l l 0 l 0 l l l l d
TGF-B ) ) ) i) ) T T l T T

Quadro 2 - Representacdo dos resultados observados na esporotricose experimental em
camundongos C3H/HePas e C3H/HedJ infectados frente ao LeL.
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Quadro 3 - Representacdo dos resultados observados na esporotricose experimental em
camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ infectados frente ao LeM.
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Quadro 4 - Representagao dos resultados observados na esporotricose experimental em
camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ infectados

Semanas de Infecgao

Teste C3H/HePas C3H/HeJ
22 42 g 8  10° 2 4 6 8 10
IL-1B soro Tl Ll d I LT 7 !
TNF-o soro I 1T 1 17 T N d
IL-12 soro A l A !
IL-10 soro N 1) I 1 1 ! d
TGF-p soro L N A | T I Ll d
IL-1 intracelular* T 1T 1T 1 l N A T
TNF-a intracelular* N Y d T 1Tt 1 17 T
IL-12 intracelular* T 1T 1T 1 l N l
IL-10 intracelular* I 1T 1 17 l I 17 1 ! T
TGF-B intracelular* I 1T Ll d &I T L7 d
NF-«B Tl 1T l Tl Tl {
CD14 (N { T 1T Ll d
MD-2 N A l Tl Ll d
Apoptose T T 1T d A d
Necrose I 1 1 7 T A O T

*Valores referentes as células estimuladas com PMA+ionomicina
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6. Discussao

A incidéncia de doengas infecciosas causadas por fungos aumentou
significativamente nos Ultimos anos, provavelmente devido a ampla utilizagéo de terapias
imunossupressoras (SAMONIS e BAFALOUKOS, 1992) e o problema da AIDS (DENNING
etal., 1991; PERFECT et al., 1993; JOHNSON 2000).

A esporotricose é a mais comum das micoses profundas sendo caracterizada pela
evolucdo subaguda e cronica das lesdes nodulares dos tecidos cutaneos ou subcutaneos. E
causada pela inoculagdo traumatica do fungo Sporothrix schenckii no tecido subcuténeo
através de ferimentos com material contaminado ou pela inalagdo de esporos via trato
respiratdrio superior. A transmissao zoonética através de arranhées ou mordida de gatos ou
tatus também tem sido relatada (CONTI DIAZ, 1980; CONTI DIAZ, 1989; SCHUBACH et al.,
2002; BARROS et al., 2004; SCHUBACH et al.,, 2005). A forma extracutanea da
esporotricose, embora seja rara em individuos imunocompetentes, € uma doenga
emergente em pacientes imunocomprometidos (DURDEN e ELEWSKI, 1997; AI-TAWFIQ e
WOOLS, 1998; FONTES et al., 2007; GERHARD et al., 2008).

Silva et al. (2001) confirmaram resultados prévios de Carlos et al. (1992)
evidenciando a participagdo efetiva dos macréfagos ativados por células T CD4+ na
esporotricose experimental. As células mononucleares participam efetivamente nas
respostas imune e inflamatéria em contato a agentes estranhos. Shiraishi et al. (1992) e
Carlos et al. (1994) observaram que os macréfagos ativados sdo muito importantes nos
mecanismos de defesa contra a infeccao causada pelo fungo S. schenckii e que as células T
também tém papel significativo na resisténcia a esta infecgdo quanto a inibicdo do
crescimento do fungo nos érgaos.

A interacdo direta do S. schenckii com os macréfagos foi demonstrada em um
modelo de esporotricose crénica na qual se observou a formacdo de nodulos testiculares
apds a inoculacdo intraperitoneal em camundongos. Estes nédulos contém grupos de
leucécitos polimorfonucleares e macrofagos com fungos fagocitados. As leveduras
permaneceram viaveis nestes nodulos até o final de seis meses, apesar de estarem
primariamente dentro dos macréfagos (HIRUMA et al., 1988).

Sabe-se que a ativacdo dos macréfagos ocorre através de uma série de estagios
variando desde um nivel equivalente a macréfagos tissulares residentes e culminando no
estado ativado em que os macrofagos se tornam competentes para destruir varios
patdgenos e também lisar células tumorais (ADAMS e HAMILTON, 1984; NATHAN, 1992).
Durante este processo de ativacdo os macréfagos produzem uma variedade de moléculas
biologicamente ativas (TAKEMURA e WERB, 1984). Através de varios destes produtos
como superoxido (BADWEY e KARNOVSKY, 1980; SASADA e JOHNSTON, 1980),
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peréxido de hidrogénio (BADWEY e KARNOVSKY, 1980; NATHAN, 1992), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (URBAN et al., 1986) e interleucina(lL)-1 (ONOZAKI et al., 1985), os
macréfagos ativados desempenham fungéo microbicida ou citolitica. Alguns destes produtos
como o superdxido/peroxido de hidrogénio (WEISS e LOBUGLIO, 1982; CERUTTI, 1985),
TNF (BEUTLER e CERAMI, 1986) e proteases neutras (CAMMER et al., 1978) sdo também
responsaveis pelos aspectos deletérios das respostas imunes, como a destruicdo dos
tecidos e promocao de tumores (STUEHR e MARLETTA, 1987).

A imunidade celular representa importante papel na defesa do hospedeiro contra as
infeccdes fungicas, e este campo de pesquisa expandiu-se rapidamente nos Ultimos anos,
particularmente em relagdo a natureza, seqiiéncia e inter-relagdo dos mecanismos
celulares, quando elementos flngicos sdo introduzidos em um organismo hospedeiro.

A indugdo e expressao da imunidade celular em doencas micéticas dependem de
complexa sequéncia de interagdes entre antigenos, macréfagos e linfécitos. Embora nédo se
tenha totalmente esclarecidos os mecanismos imunes envolvidos nestas doencas, tem-se
notado j& ha bastante tempo que na auséncia das fungdes normais da célula T, a resisténcia
do hospedeiro a maior parte das doengas fungicas é acentuadamente reduzida (CAULEY e
MURPHY, 1979; SHIRAISHI et al., 1979).

Numa tentativa de compreender melhor o papel desempenhado pelos macréfagos na
infeccao induzida pelo fungo S. schenckii, nosso laboratério tem desenvolvido um modelo
murino de esporotricose disseminada (CARLOS et al., 1992). Varios mecanismos da
imunidade celular e humoral tém sido propostos para explicar a imunomodulacéo durante a
esporotricose. Muitos mecanismos de regulacdo da resposta imune estdo sendo estudados
com a participacao de mediadores soluveis, as citocinas, produzidas tanto por macréfagos
como linfécitos. Em trabalho anterior, utilizando antigeno sollvel extraido do fungo S.
schenckii verificamos a presenga de uma depressao na liberacao do TNF-a entre a quarta e
sexta semanas de infecgcdo (CARLOS et al., 1994), coincidindo com o aumento do nimero
de fungos no figado e baco de camundongos infectados. J& em trabalho posterior,
verificamos que durante o periodo de infeccdo de 10 semanas, ha o predominio de uma
resposta Th2 da sexta a décima semana (MAIA et al., 2006).

Os receptores “toll-like” (TLR) reconhecem um amplo, mas altamente conservado,
grupo de padrdes estruturais em bactérias, fungos e virus, que estdo normalmente ausentes
nas moléculas do hospedeiro (ROACH et al., 2005). O TLR4, em combinagdo como MD-2 e
CD14, reconhece o lipopolissacarideo (LPS), o principal componente da membrana externa
de bactérias Gram negativas (POLTORAK et al., 1998; TAKEUCHI et al., 1999). A ligacao
dos TLRs leva a um rearranjo do complexo receptor e ativa o recrutamento de moléculas
adaptadoras especificas ao dominio intracelular, iniciando assim a cascata de sinalizacao

(KIM et al.,2007). Na ativagdo de mondcitos, o CD14 ligado a membrana pode ser liberado
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na forma soltuvel (BAZIL e STROMINGER, 1991; LANDMANN et al., 2000). Existem varios
estudos demonstrando um papel importante dos TLRs no reconhecimento de fungos
patogénicos, como Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans
(NETEA et al., 2006).

Considerando-se que as células de um animal com processo infeccioso poderiam
apresentar diferentes comportamentos em relagdo as células de um animal normal (ndo
infectado), o primeiro questionamento desta pesquisa foi avaliar a viabilidade das células do
hospedeiro ao longo da infeccdo experimental. Para isso, utilizamos o teste descrito por
Mosmann (1983) baseado na propriedade que tém as células viaveis em clivar o anel
tetrazolico presente no MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) pela
acao de enzimas mitocondriais. Observamos que as menores viabilidades celulares foram
encontradas no periodo compreendido entre a quarta e sexta semanas de infec¢ao, periodo
conhecido com sendo o de maior comprometimento do hospedeiro e agravamento da
doenca, observado em trabalhos anteriores (CARLOS et al., 1992; CARLOS et al., 1994) de
nosso laboratério em camundongos Swiss com esse modelo de infecgao sistémica.

A Figura 1 mostra os resultados de viabilidade celular dos macréfagos quando em
contato com os diferentes antigenos estudados. Nas células tratadas com o exoantigeno
(ExoAg), detectou—se pequena variagdo na viabilidade das células, sendo que os menores
valores foram encontrados entre os animais C3H/HePas nao infectados (Figura 1A), na
oitava e décima semanas do estudo demonstrando que o ExoAg nao é toxico as células em
cultura.

Um fato que nos chama a atencdo é que os animais C3H/HedJ nao foram
influenciados pelo LPS (Figura 1C e 1D), mostrando elevados valores de viabilidade celular
(acima de 88%), uma vez que tem a expressao defectiva do receptor para essa endotoxina
e por este motivo sdo pouco influenciados pela presenca deste antigeno na cultura celular.
Quando as células dos camundongos C3H/HePas foram tratadas com o LPS houve maior
variagao da viabilidade celular, variando de 63 a 96%. Por outro lado, resultado diferente foi
observado nas células dos camundongos C3H/Hed com relacdo aos lipidios da fase
leveduriforme (LeL) e da fase miceliar (LeM), uma vez que foi significativa a diferenga entre
as sextas, oitavas e décimas semanas do estudo em ambas cepas de animais.

A presenga de infecgdo € reconhecida por receptores para elementos chamados
padroes moleculares associados ao patogeno (PAMPs), os quais sdo expressos por
microrganismos como bactérias, fungos e leveduras (ANDERSON, 2000). O
reconhecimento desses PAMPs por células mieldides é o primeiro passo de uma complexa
reacdo inflamatoria que caracteriza a resposta imunoldgica inata. O LPS é o principal alvo
de reconhecimento e induz a uma forte reacao inflamatéria mediada por células fagociticas
(WRIGHT, 1990).

92



Divcnosdo

Os TLRs iniciam uma transdugao do sinal pré-inflamatério por atuarem como os
principais receptores que reconhecem os PAMPs. Enquanto que os receptores TLR2
reconhecem PAMPs produzidos por bactérias Gram-positivas, o TLR4 é critico para o
reconhecimento de LPS, principalmente.

Alguns estudos (POLTORAK et al., 1998; HOSHINO et al., 1999) demonstraram que
uma forma mutada do gene Ips, onde houve uma troca pontual do aminoacido prolina por
histidina, impede a transducao de sinal do LPS no TLR4. Nos mamiferos a proteina TLR4,
produto génico, é que reconhece o LPS e regula a resposta ao mesmo. A linhagem de
camundongos C3H/Hed é conhecida por ser hiporresponsiva ao LPS devido a essa mutagao
espontanea no locus génico jos (WATSON e RIBLET, 1974).

Quando as células fagociticas encontram um patégeno podem ocorrer perturbagdes
na membrana e na fagocitose, ativando rapidamente o ‘“burst” oxidativo e
subseqientemente ativando a célula (ZUGHAIER et al., 2005).

Os intermediarios reativos do oxigénio (ROI) sdo mediadores da defesa
antimicrobiana do hospedeiro e podem também promover danos ao tecido do hospedeiro,
produzidos durante o “burst” oxidativo quando em altas concentragbes. Os macréfagos
respondem por expressiva producao do anion superéxido e peroxido de hidrogénio durante
a fagocitose ou apéds o estimulo por varios agentes (ROBINSON e BADWEY, 1994).

Neste trabalho a ativacdo do “burst” oxidativo foi avaliada através da liberacido de
H.O,, composto final observado neste processo. Verificou-se que as células tanto dos
animais C3H/HePas e C3H/HeJ infectados quanto dos nado infectados (Figura 2) nao
respondem ao estimulo do ExoAg do fungo S. schenckii. No entanto, essas células sao
competentes para isso, como observado pela elevada produgédo de H,O, em resposta ao
PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate — controle positivo), tanto pelas células dos animais
C3H/HePas e C3H/Hed infectados quanto dos nado infectados. Vale ressaltar que foi
observada a produgao de H,O. estimulada pelo ExoAg na segunda semana de infecgédo
entre os camundongos C3H/HePas. Este resultado coincide com trabalho anterior em que
se observou a produgao de H,O, em resposta ao ExoAg somente na segunda semana de
infeccdo em camundongos Swiss (trabalho submetido para publicagédo). O ExoAg é
constantemente liberado durante todo o processo infeccioso e a sua incapacidade de
estimulacdo do “burst” oxidativo poderia ser vista como uma forma de impedir a ativagao de
macrofagos por essa via, facilitando sua disseminacdo no organismo hospedeiro.
Rementeria et al. (1995) verificou que células do exsudato peritoneal de camundongos
saudaveis ou infectados com Candida albicans também ndo foram estimuladas a
produzirem intermediarios reativos do oxigénio.

Por outro lado, quando os antigenos lipidicos extraidos da parede celular do fungo

em sua fase miceliar ou levedurifome estiveram em contato com os macréfagos, observou-
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se ativagao do “burst” oxidativo pela produgéo de H,O,. Dentre eles o extrato lipidico da fase
miceliar foi 0 que mais estimulou a resposta através do “burst” oxidativo. Este fato talvez se
deva a ser esta a forma infectante encontrada na natureza, representando na maioria dos
casos a forma com a qual o fungo faz o seu primeiro contato com o sistema imune do
hospedeiro. Fernandes et al. (2000) observaram que os macréfagos, quando em presenga
de conidios ou células leveduriformes intactas do S. schenckii, ativam o “burst” oxidativo
com intensidade comparavel aquela induzida pelo PMA.

Um fato digno de nota foi que a produgado de perdxido de hidrogénio ocorreu até a
décima semana de estudo, tanto nos animais infectados quanto nos ndao de ambas as
linhagens quando estimulados com LeM, embora a produgdo tenha sido maior entre os
animais infectados.

Romero-Martinez et al. (2000) observaram que os mondcitos humanos produziram
muito mais intermediarios reativos do oxigénio em resposta ao S. schenckii que os
macréfagos murinos frente ao mesmo estimulo. Embora a razdo destas diferengas ainda
nao seja conhecida, sugere-se que a ativagao do “burst” oxidativo nao seja regulada da
mesma maneira em macréfagos humanos e murinos, podendo estar relacionadas com
outras vias de ativagao.

Remer et al. (2003) demonstraram que o defeito genético no TLR4 esta associado
com uma menor geracdo de anion superdxido por neutrofilos em resposta ao LPS,
sugerindo que a ativagao de certos TLRs pelos PAMPs resulta ndo somente na indugéo da
expressao de genes, mas também na promogao de processos rapidos como a indugcéao do
“burst” oxidativo. Os nossos resultados apresentados aqui também sugerem o envolvimento
do TLR4 na inducdo do “burst” oxidativo, como observado pela menor produgdo de H,O,
pelos macréfagos peritoneais dos camundongos C3H/Hed (Figura 2D) em relagdo aos
C3H/HePas (Figura 2B) quando o “burst” oxidativo foi estimulado pelo LeL ou LeM. Da
mesma forma, Ryan et al. (2004) observaram que o LPS purificado de Escherichia coli, que
€ um agonista especifico de TLR4, estimula o “burst” oxidativo em células THP-1 (linhagem
celular da leucemia humana aguda monocitica, que expressa o TLR4) e esta ativagao é
dependente da presenga do TLR4, como demonstrado pela ativagdo do “burst” oxidativo
quando se utilizou células HEK293 (células embrionarias de rim humano) transfectadas com
0 TLR4 e suas moléculas acessoérias, CD14 e MD-2. Ryan et al. (2004), para confirmar estes
resultados com as linhagens de culturas de células, observaram também em macréfagos
derivados da medula éssea isolados de camundongos C57BL/6, que expressam o TLR4
funcional, que o LPS induz a geragado de ROIl. Entretanto, nas células dos camundongos
C3H/Hed, que tém a expressao defectiva do TLR4, ndo ha a geragao de radicais livres
induzida pelo LPS.

Outra categoria de compostos inorganicos secretados pelos macréfagos diz respeito
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aos intermediarios reativos do nitrogénio (RNI), que inclui o nitrito e Oxidos altamente
reativos como o éxido nitrico (NO) e o didxido de nitrogénio (DING et al., 1988). O NO
desempenha um papel importante na resposta inflamatéria e imunolégica. A ativagédo
imunolégica dos macréfagos induz a atividade da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS), levando a producao de NO que medeia muitas das atividades dos macréfagos
contra alguns patégenos, seja fungos, helmintos, protozoarios ou bactérias (NATHAN e
HIBBS, 1991).

O NO participa na resposta imune a outras infecgdes fungicas. Rossi et al. (1999)
observaram que o NO é uma molécula muito importante para os mecanismos efetores na
infeccdo experimental de camundongos causada pelo fungo C. neoformans. Em seus
experimentos demonstraram que os macrofagos peritoneais dos camundongos infectados
eram mais eficazes em destruir o C. neoformans que as células dos animais nao infectados
e esta capacidade era dependente de NO.

Nossos resultados quanto a produgao de NO durante a esporotricose experimental
demonstraram que quando as células dos camundongos C3H/HePas e C3H/Hed foram
tratadas com o ExoAg (Figura 3), houve apenas uma pequena liberagao de NO em todos os
grupos testados, contrastando com dados do laboratério (MAIA et al., 2006) que
demonstraram elevada produgdo deste mediador entre a quarta e sétima semanas de
infeccdo em camundongos Swiss frente a este mesmo antigeno. Esta diferenga deve-se,
possivelmente, a diferengas na concentracdo do ExoAg utlilizada por Maia et al. (2006) e
também a resposta diferente das linhagens de camundongos empregadas neste estudo.

Com relagdo aos outros antigenos testados, houve grande diferengca em relagdo a
producédo de NO entre os camundongos C3H/HePas e os C3H/HeJ. Observamos que as
células dos camundongos C3H/HePas infectados (Figura 3B) quando estimuladas pelo LelL
produziram maiores concentragcdes de NO no periodo da segunda até a oitava semana e
diminuindo um pouco na décima semana. Quando as células foram desafiadas com o LeM,
observou-se baixa produgédo de NO durante todo o periodo estudado.

Por outro lado, quando as células dos camundongos C3H/Hed infectados (Figura 3D)
foram cultivadas em presenca destes mesmos estimulos, observou-se um perfil diferente da
producdo deste mediador. Frente ao LeL a maior produgdo de NO ocorreu somente na
quarta semana de infeccdo e quando o LeM estava presente nas culturas celulares
observou-se baixa producdo durante todo o periodo do estudo. Quando as células dos
camundongos C3H/Hed infectados foram estimuladas pelo LPS também se observou uma
baixa producdo de NO, resultado este que ja era esperado uma vez que o TLR4 é o
principal responsavel pelo reconhecimento do LPS e esta com a expressao defectiva nestes
animais.

Observando os resultados de producdo de NO pelas células dos camundongos
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C3H/HePas infectados frente ao LPS e ao Lel, verificamos um perfil muito semelhante. Isso
nos fez refletir sobre a composi¢éo destas duas moléculas e sua interagdo com o TLR4. O
LPS, que ¢ o ligante prototipo dos TLR4, € composto por uma porgao hidrofébica lipidica A,
polissacarideos hidrofilicos e o antigeno O. Sabe-se que a porgao lipidica A, que é
composta de di-glucosamina fosforilada e multiplas cadeias de acila, corresponde ao padrao
molecular conservado do LPS e é o principal indutor das respostas bioldgicas ao LPS
(MIYAKE, 2006 e 2007). Sendo o LeL um antigeno lipidico, parece-nos que ele interage com
0 TLR4 da mesma maneira que a porgéo lipidica do LPS. Assim, pretendemos, em trabalhos
futuros, conhecer a sua composicao para elucidar os mecanismos desta interacgao.

Evans et al. (1993) observaram uma resposta muito pequena na indugéo da enzima
iINOS nos camundongos com expressao defectiva do TLR4 (C3H/Hed) apéds injecao
endovenosa de LPS, enquanto que nos camundongos com expressao normal do TLR4
(C3H/HeN) houve uma grande indugao desta enzima apds 6h, uma vez que o TLR4 foi
primeiramente envolvido no reconhecimento do LPS. Os nossos resultados quanto a
producéo de NO permitem-nos relaciona-los a presenga do TLR4, uma vez que observamos
baixas concentragdes deste mediador sendo produzidas pelos camundongos deficientes no
TLR4, sendo mais evidente quando as células dos animais infectados foram desafiadas com
0 LPS e LeL. Qutros pesquisadores (SCHUETZE et al., 2005) também observaram que
camundongos deficientes no TLR4 e deficientes tanto de TLR2 quanto TLR4 apresentaram
uma redugdo na producao de NO e TNF-a pelos macréfagos derivados da medula 6ssea em
resposta ao LPS e a Salmonella enteritidis, 0 que nao foi observado nos deficientes somente
no TLR2, demonstrando o papel do TLR4 na producédo destes mediadores. Da mesma
forma, Mun et al. (2003) demonstraram que macrofagos peritoneais de camundongos com
expressao defectiva ou ndo no TLR4 infectados com o protozoario Toxoplasma gondii
respondem ao desafio com T. gondii com a expressdo do mRNA de iNOS e producao de NO
de maneira TLR4 dependente. A inibicao da producdo de NO (usando N(G)-mono-metil-L-
arginina — L-NMMA) levou a uma maior suscetibilidade a infeccao pelo T. gondii, os
camundongos nao sobreviveram a infeccdo com altas doses de T. gondii; demonstrando
que o NO é um importante mecanismo na resisténcia a esta infecgcao.

Estudos feitos por Gonzalez et al. (2000) mostraram que a producao de NO pelos
macroéfagos peritoneais induzida pelo IFN-y é capaz de restringir o crescimento intracelular
do Paracoccidioides brasiliensis, indicando que este € um mecanismo efetor importante.
Wu-Hsieh et al. (1998) observaram que a producao de NO esta associada a atividade
supressora dos macrofagos esplénicos de camundongos infectados com o fungo
Histoplasma capsulatum e parece também estar relacionada a apoptose e a resposta anti-
proliferativa das células do baco de camundongos infectados.

O NO pode ainda estar envolvido na baixa producdao de ROI observada em nossos
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resultados. Kiprianova et al. (1997) observaram que a produgéo de NO, estimulada por IL-13
e IFN-y, induz uma menor produgéo de anion superéxido, e esta redugéo foi revertida pela
adicdo de um inibidor da sintese de NO. Da mesma forma, compostos quimicos que liberam
NO também levam a esta inibigdo do “burst” oxidativo. Esta menor geragdo de anion
superdxido pelo NO pode limitar os efeitos deletérios da liberacdo de ROI no tecido
inflamado ou lesionado (KIPRIANOVA et al., 1997).

Os macrofagos séo células muito importantes na rede de citocinas, participando na
regulacdo da defesa imunol6gica do hospedeiro e nas reagdes inflamatorias pela produgéo
de varios mediadores (NIELSEN et al., 1994). As citocinas sdo mediadores sollveis
liberados pelas células do sistema fagocitario, essenciais na comunicagao intracelular e em
muitos processos fisioldgicos e patofisioldgicos. Elas também modulam a inflamagéo e a
imunidade, regulando o crescimento e a diferenciagcdo de leucécitos e também de células
nao leucocitarias (OPPENHEIM e NETA, 1994).

A interleucina (IL)-1 é uma citocina pleiotropica, com propriedades de ativar células T
e B, mondcitos e macrofagos, osteoclastos, fibroblastos, células musculares, endoteliais e
epiteliais. A maior fonte desta citocina sdo as células ativadas do sistema fagocitico
mononuclear, e esta producdo pode ser rapidamente induzida pelo LPS, TNF-a, interferons
o, B e, e por si propria (MOLLER e VILLIGER, 20086).

A IL-1B é uma citocina intimamente relacionada a fase aguda da inflamagao
induzindo a expressdo de moléculas de adesdo na superficie de células endoteliais
(MULLER, 2002). A sinalizagdo através dos TLRs leva ao recrutamento de proteinas que
levam a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, que coordena a indugdo de genes que
codificam as proteinas pré-inflamatérias (GUHA e MACKMAN, 2001). No entanto, Netea et
al. (2002) observaram que tanto a produgao de TNF-a, IL-1a e IL-1B pelos macréfagos em
resposta a infecgdo por C. albicans quanto a capacidade de matar o fungo foram normais
nos camundongos com expressao defectiva do TLR4 (C3H/HeJ), ou seja, nao séo afetadas
por este receptor.

Os resultados obtidos quanto a produgdo de IL-1B demonstraram menor
concentracdo de IL-1B entre a quarta e sexta semanas de infecgdo, quando as células dos
camundongos C3H/HePas foram estimuladas com o ExoAg, LeL e LeM (Figura 4B). Frente
ao LPS, a redugado na produgéo de IL-1 durante o periodo estudado foi observado apenas
na sexta semana. Dentre estes antigenos o que induz a maior produgéo de IL-13 € o LeL
durante todas as semanas de infeccao e este resultado ocorre também entre os animais nao
infectados desta linhagem, nos quais também verificou-se uma variacdo da producao de IL-
1B com menores niveis entre a quarta e sexta semanas do estudo, estatisticamente

significativas (p<0,001) quando se compara a quarta e sexta semanas com a segunda
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semana e quando se compara a sexta com a oitava e décima semana. Ja o extrato lipidico
da fase miceliar (LeM) estimulou maior produgéo de IL-1p no inicio da infecgdo (segunda
semana). Isto pode ser devido ao fato de que a forma miceliar é a infectante, aquela que
penetra no organismo, assim estimulando a resposta de produgao de IL-1f no inicio da
infeccdo. A fase leveduriforme, na qual o fungo se transforma quando ja instalado no
hospedeiro (temperatura de 37°C), induz a produgédo de IL-1B durante todo o periodo
estudado, refletindo dessa forma na resposta envolvida com a permanéncia do fungo no
organismo hospedeiro. Em trabalhos anteriores Carlos et al. (1994) ja observaram essa
menor produgao de IL-1 neste periodo que vai da quarta até a sexta semana de infecgdo em
camundongos Swiss, juntamente com maior recuperagao do fungo do bago dos animais
infectados, mostrando que a auséncia de IL-1B pode estar relacionada a maior proliferagao
do fungo no organismo hospedeiro.

Os niveis de IL-1 induzidos nas células dos camundongos com expressao defectiva
do TLR4 (C3H/Hed) foram sempre menores do que os produzidos pelas células dos
camundongos nao defectivos neste receptor (C3H/HePas), no entanto com diferengas
menores do que aquelas observadas quanto a produgéo de NO entre as duas linhagens de
camundongos estudadas. Isso pode significar menor envolvimento do TLR4 na sinalizagéo
da producéo de IL-1B, como também observado por Netea et al. (2002), quando estudaram
o envolvimento do TLR4 na resposta imune contra C. albicans. Entre os antigenos testados
o LeL foi também o melhor estimulo para a producao de IL-1 pelos macrofagos peritoneais
mantidos em cultura, embora no caso dos C3H/Hed tenha ocorrido em menores
concentragdes e também a depressdo na produgao de IL-1 ocorre no periodo entre a sexta
e oitava semana de infecgdo (Figura 4D), um pouco mais tarde do que observado nos
C3H/HePas. Uma redugao na produgao de IL-1 entre a sexta e oitava semanas de infecgao
nos camundongos C3H/Hed também aconteceu quando as células foram tratadas com o
LeM, porem as concentracdes liberadas foram ainda menores do que o LeL.

Correlacionando com os resultados apresentados, podemos notar que a produgao de
H>O. e NO pelo LeL é influenciada pelo TLR4 enquanto que os resultados da produgao de
IL-1B sugerem independéncia deste receptor.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram observados por Nakamura
et al. (2006) quando estudaram o envolvimento do TLR2 e TLR4 na resposta imune ao
fungo C. neoformans. Eles verificaram que a sintese das citocinas IL-1pB, IL-6 e IL-12p40 nao
foi significativamente alterada nos pulmdes dos camundongos “knockout” para estes
receptores em relagdo aos controles. Assim sugeriram que tanto TLR2 quanto TLR4 nao
estao envolvidos ou contribuem muito pouco para a resposta celular do hospedeiro contra
este patogeno.
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Paterson et al. (2003) observaram que células de camundongos C57BL/10ScN/Cr,
deficientes em TLR4, sédo hiporresponsivas, mas nao completamente irresponsivas, a
estimulacédo pelo LPS, uma vez que foi observada a produgao de IL-1B, IL-6 e TNF-a. Este
resultado concorda com trabalhos anteriores que sugerem que o LPS ndo sinaliza
exclusivamente através do TLR4 (HIRSCHFELD et al., 2000).

As respostas celulares dos macréfagos ao LPS sao numerosas, praticamente cada
aspecto da fisiologia dessas células é de algum modo influenciado pelo LPS. O LPS induz
aumento no consumo de glicose e oxigénio e entdo as células adquirem alta capacidade
funcional, como a capacidade de matar microorganismos e células tumorais. Desse modo,
os macréfagos desenvolveram um eficiente mecanismo para o reconhecimento do LPS e,
portanto essa substancia estd entre as mais potentes estimuladores de macréfagos
(ZWILLING e EISENSTEIN, 1994).

Alteragbes imunolégicas relacionadas a mudangas na atividade das células do
sistema imune podem aparecer ndo somente na cavidade peritoneal, mas também no
sangue periférico, assim a concentragao das citocinas nos soros dos camundongos também
foi avaliada.

Em relagdo a presenga da IL-1B nos soros dos camundongos, observou-se
novamente um perfil muito diferente em relagdo a presenga desta citocina entre as
diferentes linhagens utilizadas neste trabalho. Os animais C3H/HePas liberaram maiores
concentracdes nas semanas iniciais do estudo (segunda e quarta semanas) e nos C3H/HedJ
observou-se que a liberagcdo desta citocina no soro dos animais infectados ocorreu de
forma mais tardia, entre a sexta e oitava semanas de infeccdo, mas em concentracées muito
mais altas observadas na sexta semana de infeccdo. Este resultado reforca nosso
entendimento anterior sobre o ndo envolvimento do TLR4 na produgdo de IL-1. Alguns
pesquisadores demonstraram que as concentragdes de citocinas no soro sao
freqlientemente muito baixas para serem mensuradas pelo ELISA, e os valores obtidos pelo
ELISA podem variar consideravelmente. Além diss, esta técnica ndo avalia a fonte celular da
citocina (MATSUMOTO et al., 1991; HASHIMOTO et al., 1993).

Em trabalho anterior de nosso laboratério (CARLOS et al., 1994) verificou-se que a
producdo de IL-1 e TNF-a ocorrem principalmente nos estagios iniciais e finais da
esporotricose experimental em camundongos Swiss, e esta reducdo na produgéo de IL-1 e
TNF-a, entre a quarta e sexta semanas de infecgdo parece estar relacionada a depressao
na resposta imune observada neste periodo.

Enquanto que Netea et al. (2002) observaram que a produgéo de TNF-a e IL-1B nao
€ influenciada pelo TLR4 durante a infeccdo por C. albicans, outros pesquisadores
demonstraram que o TLR4 é importante na defesa contra fungos patogénicos. Wang et al.

(2001) demonstraram papel para o TLR4, mas ndo para o TLR2, na indugédo de citocinas
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pro-inflamatérias pelo A. fumigatus. Da mesma forma, Shoham et al. (2001) sugerem que 0
TLR4 medeie a sinalizagao intracelular, mas ndo a produgédo de TNF apo6s a estimulagao
com glucuronoxilomanana de C. neoformans.

O TNF, que recebeu esta denominagao devido a sua capacidade de ativar a necrose
e inibir o crescimento de certas linhagens de células tumorais, tornou-se um dos principais
mediadores da resposta a endotoxina, doengas reumatoides e outras formas de inflamacgao.
Também se revelou como um componente importante na imunidade celular contra varios
patégenos (BEUTLER, 1995).

A producdo de TNF-a ocorreu em um perfil semelhante nas duas linhagens
estudadas, mas também foram observadas concentracbes maiores deste mediador nos
camundongos C3H/HePas do que nos C3H/Hed, sendo que as maiores concentragdes
foram observadas na segunda e quarta semanas de infecgdo. Observando-se as respostas
em relagao aos diferentes antigenos do fungo utilizados nas culturas celulares, verificou-se
que as maiores concentragbes de TNF-a foram observadas quando as células foram
cultivadas em presenca do LeL, em perfil semelhante aquele observado quando as células
foram desafiadas com o LPS (Figura 6B). Nos camundongos C3H/Hed infectados (Figura
6D), que sao deficientes no TLR4, nao foi observada produgédo de TNF-a quando as células
foram tratadas com o ExoAg ou LeM, e as concentragées de TNF-a em resposta ao LelL
foram significativamente menores do que aquelas observadas nos camundongos
C3H/HePas, sugerindo que o TLR4 seja importante na indugdo da produgdo de TNF-a.
Schuetze et al. (2005) também demonstraram que a produgédo de TNF-a é mediada pelo
TLR4 na infeccdo causada pela bactéria Salmonella enteritidis, uma vez que verificaram
producdo reduzida desta citocina pelas células de camundongos deficientes em TLR4.
Outros pesquisadores observaram também que ndo s6 o TLR4, mas também o TLR2 esta
envolvido na produgao de TNF-a e IFN-y pelos macréfagos estimulados por leveduras de C.
albicans; no entanto as hifas de C. albicans parecem estimular somente as respostas
dependentes de TLR2 (VAN DER GRAAF et al., 2005).

Este mesmo resultado foi observado quando foi pesquisada a presenca desta
citocina nos soros dos animais, sé ocorrendo de maneira detectavel nos camundongos
C3H/HePas. Resultado semelhante foi obtido por Evans et al. (1993) que avaliaram a
presenca de TNF-a no soro de camundongos C3H/HeJ e C3H/HeN inoculados com 4,2x10°
CFU de Escherichia coliO111 e observaram que houve aumento significativo desta citocina
no soro dos camundongos C3H/HeN enquanto que nos C3H/Hed o aumento foi muito
pequeno e mais tardio.

Ao contrario das nossas observagdes, Murciano et al. (2006) verificaram que o TLR4

¢é dispensavel para a resisténcia imune a C. albicans, uma vez que tanto camundongos com
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expressao defectiva do TLR4 quanto camundongos “knockout” (TLR4”) ndo apresentaram
diferenca em relagdo a sobrevivéncia apds a infecgdo com a cepa virulenta de C. albicans.
Além disso, a producdo de TNF-a pelos macréfagos e a produgao de IFN-y pelas células
esplénicas também n&o foi diferente entre os camundongos TLR4-deficientes em relagao
aos controles quando estimulados por hifas de C. albicans. Da mesma forma, Biondo et al.
(2005) estudaram o papel dos TLRs na resposta imune ao C. neoformans e observaram que
camundongos “knockout” para o TLR2 produziram muito menos TNF-a, em relagdo aos
controles, enquanto que macrofagos de camundongos deficientes em TLR4 produziram
tanto TNF-a quanto os controles. A expressédo de TNF-a, IL-12p40 e IFN-y nos érgaos alvo
também foi reduzida nos camundongos TLR2”, sugerindo que o TLR2 estd muito mais
envolvido na resisténcia anti-criptococus do que o TLR4.

Abel et al. (2002) também demonstraram a participagédo do TLR4 na resposta imune
durante a infecgao pelo Mycobacterium tuberculosis, uma vez que camundongos deficientes
em TLR4 tém capacidade reduzida de eliminar a micobactéria dos pulmdes, morrendo
dentro de 5-7 dias, enquanto que os camundongos controles conseguiram controlar a
infeccao e sobreviveram durante todo o experimento. Além disso, a expressao de TNF-a,, IL-
12p40 e proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP1) também estava significativamente
reduzida nos camundongos C3H/Hed. O (glicolipideo micobacteriano purificado
(fosfatidilinositol manosideo), induz sinalizagdo via TLR2 e TLR4, sugerindo que o
reconhecimento deste componente influencia o desenvolvimento de uma imunidade
protetora e que o TLR4 é necessario para que haja uma resposta protetora durante a
infeccao crénica pelo M. tuberculosis.

A IL-12 (também chamada de IL-12p75 ou IL-12p70, mas comumente designada
como IL-12 somente) é uma citocina imunorregulatéria que promove a imunidade mediada
por células (GATELY et al., 1998; TRINCHIERI, 1998). A IL-12 estimula a produgao de IFN-y
pelas células T e “natural killer’. Alguns estudos em camundongos deficientes em IL-12
demonstraram um papel essencial na indugdo da resposta imune tipo Th1, que sao
especialmente necessarias para a protegdo contra microorganismos intracelulares
(MAGRAM et al., 1996; MATTNER et al., 1996). Esta ndo somente envolvida na indugao,
mas também na manutengao da resposta Th1 (PARK et al., 2000; YAP et al., 2000).

A IL-12 representa a primeira proteina heterodimérica numa familia de citocinas que
vem crescendo recentemente e compreende citocinas estruturalmente relacionadas e
menos caracterizadas como a IL-23 e IL-27 (BROMBACHER et al., 2003). A IL-23 consiste
da ligagao covalente entre a subunidade p40 e a IL-23p19 (OPPMANN et al., 2000) e sua
funcédo esta relacionada a promocao da proliferacdo das células T produtoras de IL-17
(AGGARWAL et al., 2003; KHADER et al., 2005) e envolvida na auto imunidade
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(HARRINGTON et al., 2006), além de contribuir para a resisténcia atuando no recrutamento
de neutrdéfilos via IL-17 (HAPPEL et al., 2005). O outro membro da familia, a IL-27 consiste
na ligacdo ndo covalente entre subunidades do virus de Epstein-Baar gene 3 e a p28
(PFLANZ et al., 2002), foi primeiramente relacionada a indugéo da proliferagéo de células T
CD4+ (PFLANZ et al., 2002), e recentemente parece inibir a proliferacdo de células T
produtoras de IL-17 (STUMHOFER et al., 2006; BATTEN et al.,2006). Schuetze et al. (2005)
estudaram a importancia do TLR4 na expressao destes membros da familia da IL-12. Eles
observaram que macréfagos deficientes no TLR4 néo respondem ao Lipidio A purificado e
ao LPS. Apoés a estimulagao com Salmonela enteritidis, entretanto, estas células respondem
com produgdo de mRNA de p35, p19 e p28 bastante reduzida em comparagdo com o0s
camundongos selvagens. O mRNA de p40 também estava reduzido, embora de modo mais
sutil.

Ao contrario do que foi observado para os nossos resultados de produgédo de NO e
TNF-a, a produgéo de IL-12p70 aconteceu em maiores niveis nos camundongos C3H/Hed
infectados (Figura 8D), e principalmente na segunda e quarta semanas de infecgdo, com os
maiores niveis sendo observados na segunda semana, quando tratados com o Lel, e na
quarta semana, quando as células foram tratadas com o ExoAg ou LeM, voltando a
aparecer alta na décima semana frente ao LeM. Nos camundongos C3H/HePas infectados
(Figura 8B) a produgao de IL-12 também aconteceu em maiores niveis nas semanas iniciais
do estudo e principalmente em resposta ao LeL, mas em concentragées muito menores do
que aquelas observadas nos camundongos C3H/Hed. Estes resultados sugerem que a
producéo de IL-12p70 ocorreu de forma independente do TLRA4.

Resultados semelhantes foram encontrados por Mun et al. (2003) que observaram
elevados niveis de células produtoras de IL-12 e IFN-y no exsudato peritoneal dos
camundongos deficientes em TLR4 apéds a infecgdo com T. gondii. Baixos niveis de células
produtoras de IL-4 e IL-10 foram detectados no exsudato peritoneal dos camundongos
deficientes em TLR4. No entanto, quando pesquisaram estas citocinas no plasma dos
camundongos observaram que os camundongos TLR4 deficientes produziram maiores
concentracdes de IL-12 e IFN-y e baixos niveis de IL-4. Diferente dos nossos resultados em
que a pesquisa de IL-12p70 no soro dos animais ndo revelou niveis detectaveis desta
citocina em nenhuma das duas linhagens utilizadas no trabalho.

Scanga et al. (2002), relataram que a inducao de IL-12 pelo T. gondii depende de um
Gnico mecanismo envolvendo tanto MyD88 quanto as vias de sinalizacdo acopladas a
proteina G, e que esta reducdo na producdo de IL-12 ndo é resultado da sinalizacao via
TLR2 ou TLR4.

Zamboni et al. (2004) estudaram os macréfagos de camundongos C3HMHePas e

C3HMHedJ infectados com a bactéria Gram negativa Coxiella burnetii, e observaram que em
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ambas as linhagens de camundongos houve produgéo de altos niveis de TNF-a e IL-12p40.
Além disso, a multiplicagdo de C. burnetti nos macréfagos dos camundongos deficientes em
TLR4 foi semelhante aquela observada nos macréfagos controles que expressam TLR4
funcional, indicando que o TLR4 ndo medeia o reconhecimento de C. burnetti. Entretanto,
um papel para o TLR4 na fagocitose de macréfagos, na producéo de citocinas in vivo e na
formacao do granuloma em resposta a infecgdo por C. burnettifoi proposta por Honstettre et
al., 2004. Em nossos resultados ndo podemos descartar a participagdo do TLR4 na resposta
imune ao S. schenckii nem, no entanto, atribuir totalmente a este, uma vez que observamos
menor producdo de HO,, NO e TNF-a nos camundongos com expressao defectiva do
TLR4, mas a produgédo de IL-1 e IL-12 parecem nao ter sido tdo afetada pela menor
sinalizacdo através deste receptor.

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica, mas ao contrario da IL-18, expressa
propriedades imunossupressoras e anti-inflamatérias, podendo atuar como um fator
supressor das respostas imunes, com consequéncias para transplantes, tolerancia, terapia
do cancer e doencas infecciosas (SPITS e DE WAAL MAEFYT, 1992). Inibe principalmente
a atividade antimicrobiana dos fagécitos e a ativagcao das células T (DEEP e GIBBONS,
2003). E produzida por linfécitos Th2, macréfagos, mastécitos e células B. Tem uma
variedade de fungdes, incluindo a regulagao negativa da ativagdo das células T, a produgao
de IFN-y, IL-1B, TNF-a, supressao da proliferagdo e ativagao dos macréfagos, inibigdo da
producéo de NO e a produgéo de anticorpos (CLEMONS et al., 2000).

A IL-10 é um produto de vérios tipos celulares como monécitos, células B e células
T, e diferente da IL-12, a IL-10 esta associada a diferenciacdo das células Th2 (MOORE et
al., 1988; FIORENTINO et al.,, 1989). A IL-10 € um potente inibidor das fungdes dos
mondcitos/macréfagos, inclusive do “burst” oxidativo, produgédo de NO, citotoxicidade e
producéo de citocinas como a IL-1 e TNF-a (BOGDAN et al., 1991; de WAAL MALEFYT et
al.,, 1991; FIORENTINO et al., 1991; GAZZINELLI et al., 1992; RALPH et al., 1992). Além
disso, a IL-10 inibe a fungdo acessOria dos macrofagos, mas nao de outras células
apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas ou células B, pela supresséao
tanto de citocinas co-estimulatérias como de moléculas co-estimulatérias na superficie dos
macréfagos (DING e SHEVACH. 1992).

A producado de IL-10 em nossos experimentos ocorreu somente nos camundongos
C3H/HePas e nestes animais a produgdo pOde ser observada nas semanas iniciais do
estudo (segunda e quarta) (Figura 10B), sendo que ocorreu principalmente em resposta ao
LeL e as maiores concentracoes foram observadas na décima semana do estudo. Uma vez
que esta citocina tem papel anti-inflamatério, esta maior producdo de IL-10 no final do
estudo sugere um papel na resolucdo da resposta inflamatéria, contribuindo para a
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recuperacao do hospedeiro.

A producdo de IL-10 estimulada pelo ExoAg nos camundongos C3H/HePas foi
observada somente na sexta e décima semanas de infecgdo. Este resultado também foi
observado para a detecgdo desta citocina no soro dos camundongos C3H/HePas, sendo
observada a liberagéo de IL-10 somente na sexta e décima semanas. Este fato nos chama
atencado pela atividade apresentada pelo ExoAg durante a infecgdo: qual seu exato
componente que faz com que haja uma resposta tao parecida de produgao de IL-10 no soro
e nas culturas celulares in vitro? Sabemos que o ExoAg apresenta porgdo peptidica e
polissacaridica (ramnomananas) (CARLOS et al., 1999), e outros estudos sugeriram que os
residuos de ramnose possam ser 0s principais epitopos antigénicos na superficie da célula
fangica (LLOYD e TRAVASSOS, 1975; LOPES-ALVES et al., 1994). Desta maneira
pretendemos em um futuro préximo realizar novos estudos na tentativa de esclarecer este
fato.

A maior produgdo de IL-10 pelas células dos camundongos TLR4 normais
(C3H/HePas) sugere que este receptor desempenha papel importante ndo somente no
reconhecimento e indugdo de uma resposta imune celular, mas também nos mecanismos
regulatérios da resposta imune. Outros pesquisadores também encontraram menor
producéo de IL-10 nos camundongos com expressao defectivas do TLR4 (C3H/HeJ). Ding
et al. (2005) demonstraram que os camundongos C3H/Hed, apdés a infeccdo por
Pneumocystis carinii, produzem niveis reduzidos de IL-10, IL-12p40 e MIP-2 e niveis
aumentados de TNF-a e IL-6 nas células do lavado bronco alveolar, quando comparados
com o tipo selvagem, sugerindo que o reconhecimento do P. carinii pelo TLR4 ajuda a
regular a resposta inflamatéria através da producdo de citocinas e quimiocinas pelos
macréfagos alveolares. No entanto, estes resultados obtidos por Ding et al. (2005) diferem
dos nossos no que diz respeito a IL-12 e ao TNF-o,, uma vez que observaram niveis
reduzidos e elevados (respectivamente) destas citocinas nos camundongos com expressao
defectiva do TLR4 e os nossos resultados durante a esporotricose experimental
demonstraram niveis aumentados de IL-12 e reduzidos de TNF-a nos camundongos
C3H/Hed.

Belocchio et al. (2005) observaram aumento significativo na produg¢éo de IL-10 nos
camundongos deficientes em MyD88 (uma das proteinas adaptadoras utilizadas na via de
sinalizacdo do TLR4) contra leveduras de C. albicans ou hifas e conidios de A. fumigatus;
associaram a esta elevada producao de IL-10 a baixa producao de IL-12 pelas células
dendriticas. Neste mesmo trabalho, Belocchio et al. (2005) demonstraram que um perfil
semelhante da produgéo destas citocinas foi observado nas células dendriticas deficientes
em TLR4. Estes resultados sdo bastante semelhantes aos observados neste trabalho, com

maior producao de IL-10 e menor produgao de IL-12 mediada pelo TLR4.
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A produgéo de IL-10 no inicio do estado infeccioso também foi observada por Farah
et al. (2001) em infecgdo experimental de candidiase orofaringea, onde descreveram a
producéo de IL-10 por neutréfilos e posterior desenvolvimento de uma resposta mediada por
células T, que voltam a modular as fungdes dos neutréfilos em um processo de “feedback”.

Netea et al. (2004) demonstraram uma redugdo na produgdo de IL-10 pelos
macréfagos e aumentada produgcdo de IFN-y pelas células esplénicas em resposta a
infeccdo por C. albicans em camundongos deficientes no TLR2, associado a uma menor
geracdo de células T regulatérias e melhor eliminacdo das leveduras pelos macréfagos.
Nossos resultados podem ser equiparados a estes observados por Netea et al., uma vez
que a deficiéncia do TLR4 levou a uma redugao na produgdo de IL-10 e aumentada
producdo de IL-12, que é a principal indutora da produgdo de IFN-y pelas células T.
Montagnoli et al. (2002) tém associado um papel das células T regulatérias na resposta
imune a C. albicans e que sinais mediados pela IL-10 estdo envolvidos na geragéao destas
células regulatérias. Deste modo, a reducao na produgao de IL-10 induzida pela C. albicans
mediada pelo TLR2, observada por Netea et al. (2004) pode facilitar o desenvolvimento da
candidiase por uma reducao nas células T regulatérias. Outros pesquisadores também
observaram que a inibicdo da produgéo de IL-10 pelo uso de anticorpos (ROMANI et al.,
1994) ou em camundongos “knockout” (VASQUEZ-TORRES et al., 1999) pode resultar em
maior resisténcia a candidiase disseminada.

Na paracoccidioidomicose humana a IL-10 parece desempenhar fungao reguladora
durante o processo de apoptose, assim evitando a perda de células reativas durante a
infeccao pelo fungo P. brasiliensis (CACERE et al., 2002).

Desde que foi descrito pela primeira vez pela capacidade de inibir a ativagdo dos
macréfagos, o TGF-B (“transforming growth factor-beta”) tem sido analisado pelo seu papel
na regulagdo das respostas imunes contra varios patégenos, como virus, bactérias,
leveduras e protozoarios (REED, 1999)

O TGF-B exerce um papel regulador importante, atuando através de uma rede
complexa que envolve varias moléculas de superficie celular e intracelulares, que podem
controlar a maturagdo celular, a regulacdo da proliferagdo celular, sobrevivéncia ou
apoptose e diferenciagao celular (FORTUNEL et al., 2003).

O TGF-B é uma citocina multifuncional, que desempenha um papel na regulagdo do
reparo tecidual e regeneragédo (BRANTON e KOPP, 1999); também desempenha um papel
importante no reparo tardio da resposta inflamatéria, inibindo a ativacdo das células
inflamatorias, que precede a organizagdo do tecido de granuloma (WONG et al., 1991).
TGF-B desempenha papel central nos estagios tardio e estimulando a formagédo de
granuloma, angiogénese e fibrose (ROBERTS et al., 1986; BRANTON e KOPP, 1999).
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Avaliamos a produgdo de TGF-B pelos macrofagos peritoneais de camundongos
C3H/HePas e C3H/Hed infectados ou ndo com o fungo S. schenckii e ao contrario do que
observamos para a maioria dos outros mediadores, as células dos animais C3H/Hed
infectados produziram maiores quantidades de TGF-p do que as células dos animais
C3H/HePas nas mesmas condigdes. Entre os animais C3H/Hed infectados (Figura 12D)
verificou-se a produgao de TGF-B pelos macréfagos peritoneais estimulados com o ExoAg
durante todo o periodo estudado, entretanto com niveis muito baixos na sexta semana de
infecgdo. Os antigenos lipidicos estimularam concentragcbes muito maiores desta citocina
durante as dez semanas de infecgao, quando comparados com o ExoAg. Observou-se que
quando as células foram tratadas com o LelL ou LeM as menores concentragbes de TGF-$
ocorreram entre a quarta e sexta semanas. Estes resultados de producado de TGF-f nas
culturas celulares sugerem que o TLR4 n&o esteja envolvido na produgéo desta citocina nos
macréfagos peritoneais, uma vez que os camundongos defectivos neste receptor foram
capazes de produzir elevadas concentragdes desta citocina.

No entanto, a participacdo do TGF-p nas infecgdes fangicas € ainda pouco
documentada e um pouco controversa, quando comparado a respostas imunes sistémicas
descritas para infecgdes envolvendo protozoarios e micobactérias (REED, 1999). Figueiredo
et al. (2004) demonstraram que o TGF-p juntamente com IL-1B auxilia a aderéncia das
células leveduriformes do S. schenckii as células endoteliais. O TGF-B participa na
desativagdo dos macroéfagos, principalmente dos mecanismos oxidativos dos macréfagos,
facilitando assim a sobrevivéncia do patdégeno e promovendo a persisténcia da infeccao
(TSUNAWAKI et al., 1988; DING et al., 1990).

Existem poucos trabalhos relacionando a produgéo de TGF- com os TLRs. Sabe-se
que a interagdo dos TLRs com seus ligantes leva a ativagdo do NF-kB e conseqlentemente
a liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-a. Naiki et al.(2005) demonstraram
em macréfagos RAW264.7 que a estimulagdo com LPS (agonista do TLR4) leva a ativagao
do NF-xB e produgao de TNF-a, e que o tratamento simultdneo destas culturas com LPS e
TGF-B leva a inibicdo desta ativacdo do NF-xB e da conseqliente produgdo de TNF-a,
sugerindo que o efeito do TGF-f pode resultar, ao menos em parte, na supressao da
ativacdo no NF-xB. Nossos resultados estdo de acordo com este uma vez que a produgéo
de TGF-B foi observada nos camundongos C3H/Hed infectados e neste mesmo grupo de
animais observou-se uma baixa producéo de TNF-a.

De modo surpreendente, observamos maiores concentragées de TGF-f nos soros
dos camundongos C3H/HePas do que aquelas observadas nos camundongos C3H/Hed.
Isso pode ser devido a producao deste mediador por outras células do sistema imune, como

os linfécitos T. Pelos nossos resultados torna-se evidente que diferentes células do sistema
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imune possam ter outros mecanismos acessorios, inclusive outros TLRs, que participam na
resposta dos camundongos C3H/HePas, que devem ser pesquisadas futuramente.
Sugerindo que o TLR4 pode nao mediar a produgao desta citocina nos macréfagos, mas
que pode ter papel diferente em outras células.

Estudos realizados com camundongos sugeriram um papel para o TGF-f na
resposta protetora contra C. albicans, como demonstrado pelo aumento da produgao TGF-
por animais resistentes infectados (SPACCAPELO et al., 1995). Entretanto, a produgéo local
desta citocina foi demonstrada em granulomas do figado de pacientes humanos acometidos
de candidiase (LETTERIO et al., 2001).

Figueiredo et al. (2007) sugeriram que o TGF-B no local da infecgao atua facilitando a
disseminacao do patégeno, por ter um efeito direto na interacdo do S. schenckii com a
matriz sub-endotelial, 0 que pode interferir com a probabilidade das células leveduriformes
interagirem com as células do hospedeiro. Outros estudos sugerem que a expressao
aumentada de TGF-B em granulomas de infecgao fungica (SPACCAPELO et al.,, 1995;
LETTERIO et al., 2001; NISHIKAKU e BURGER, 2003) poderia favorecer a permanéncia do
microorganismo nas células do hospedeiro, inibindo a resposta imune, como ja descrito para
outros patdgenos (REED, 1999). Entretanto, Figueiredo et al. (2007) reforgam uma outra
possibilidade da contribuicao desta citocina, pela estimulagdo da associagdo de um fungo
patogénico, como o S. schenckii, com o tecido do hospedeiro.

Os macréfagos completamente diferenciados, ap6s recrutamento dos mondécitos aos
locais de inflamacgéo, tém sua capacidade de sintetizar citocinas aumentada. A producao de
citocinas por uma populagao celular pode néo corresponder realmente a expressao em nivel
celular, uma vez que a atividade biolégica dos mondcitos pode ser modificada apés o
recrutamento destas células aos locais de inflamacdo (PRUSSIN e METCALFE, 1995;
GMYREK et al., 2008).

Existem varios ensaios para detecg¢éo de citocinas incluindo ELISA, PCR (polimerase
chain reaction), Tagman real time PCR e imunohistoquimica (JASON e LARNED 1997;
PALA et al., 2000; WHITESIDE, 2002). O ELISA é o método mais comumente empregado,
entretanto a rapida incorporagéo pelas células vizinhas requer que as amostras sejam
coletadas e processadas em tempo adequado para levar em conta a cinética de absorcao
de citocinas (DURAMAD et al., 2004).

Uma limitacao dos ELISAs é sua incapacidade de identificar a célula produtora da
citocina liberada no soro ou plasma (PALA et al., 2000). O método de deteccao de citocinas
intracelulares em células especificas pela citometria de fluxo evita estas limitacbes
(PRUSSIN, 1997) e tem grande potencial para monitorar a fungao do sistema imune nas
populacdes celulares (BURCHIEL et al., 1999). A deteccao das citocinas intracelulares é um
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ensaio funcional que avalia a capacidade de células especificas a expressar citocinas apés
a estimulagdo com mitégenos (JUNG et al., 1993; PRUSSIN, 1997).

A marcagdo de citocinas intracelulares tem sido muito usada para caracterizar a
resposta imune em estados normais e patologicos. Entretanto, a marcagéo de citocinas
intracelulares pode ser relativamente pouco sensivel, mesmo apds usar monensina ou
brefeldina A para que as citocinas fiquem acumuladas no interior da célula (PALA et al.,
2000).

Neste trabalho também avaliamos as citocinas intracelulares nos macréfagos
peritoneais e realmente observamos que o perfil destas citocinas durante as dez semanas
difere bastante daquele observado quando a concentragdo das citocinas foi determinada
nos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais por ELISA.

Na detecgao das citocinas intracelulares observamos que todas as citocinas testadas
estavam em maiores concentragdes nas células dos camundongos C3H/HePas, diferente do
que foi observado na produgdo de IL-12p70 e TGF-B nos sobrenadantes das culturas
celulares. No entanto, esta diferenga na produgéo de citocinas entre as duas linhagens de
camundongos parece ser devida as diferengas na metodologia empregada para cada
ensaio. Para a dosagem das citocinas produzidas e liberadas nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos, estas células foram cultivadas em presenca dos antigenos do fungo
S. schenckii ou o LPS por 24h. Para a determinagdo das mesmas citocinas intracelulares
pela técnica de citometria de fluxo, os macréfagos foram estimulados por 6h apenas e
estimulados com PMA e ionomicina. Esta diferenca no tempo de cultura frente aos estimulos
pode justificar a menor concentragao de IL-12 e TGF-f observadas intracelularmente.

As citocinas intracelulares sao facilmente detectadas em células ativadas pelo PMA
em até 4h de cultura. Collins (2000) demonstrou que ha diferengas na detecgcdo das
citocinas secretadas e na determinagdo intracelular. As culturas com poucas células
expressando citocinas intracelulares algumas vezes tem niveis de citocinas secretados igual
ou maiores que as culturas com grande numero de células expressando citocinas
intracelulares, como foi observado nos nossos resultados para IL-12 e TGF-B. Estas
diferengas podem ser devidas as variagdes naturais de cada célula ou aos niveis de
ativagao. Estas observagdes ancoram a importancia de medir e avaliar tanto a expressao de
citocinas intracelulares e correlacionar com as secretadas (COLLINS, 2000).

Pala et al. (2000) relataram que as citocinas derivadas de células Th2 podem ser
dificeis de detectar pela metodologia de marcacdao das citocinas intracelulares, e estdo
presentes apenas apos a estimulagdo em uma minoria de células. Ao contrario do TNF-a e
IFN-y que podem estar presentes em proporcées muito altas de células, por um periodo

maior de tempo apos a estimulacao e sdo marcados mais fortemente.
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De fato, os resultados apresentados neste trabalho para a detecgdo das citocinas
intracelulares demonstram perfis diferentes daqueles obtidos nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos pelo teste imunoenzimatico durante as dez semanas de infecgao.
No entanto, p6de ser observado que também na metodologia das citocinas intracelulares
houve maior detecgdo das citocinas nos camundongos C3H/HePas do que nos C3H/HelJ,
reforgando as evidéncias da participagdo do TLR4 no reconhecimento do S. schenckii € na
inducao da resposta imune durante a infecgdo por este agente. Porém, deve-se ressaltar
que os resultados de IL-12 e TGF-B intracelulares nao foram observados em maiores niveis
nos camundongos C3H/Hed como nos ensaios imunoenzimdticos. Esta diferenca pode estar
relacionada as diferengas nos antigenos utilizados como estimulos em cada teste.

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) é um fator de transcricao envolvido
primariamente na regulagdo da transcricdo de varios genes que codificam citocinas
importantes para a resposta imune e inflamatéria (BARNES e ADCOCK, 1997). O NF-«xB se
liga a regidao promotora de genes codificadores de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-o
e IL-6. Além disso, o NF-xB contribui na regulagao transcricional destas citocinas. Agentes
indutores como o LPS, TNF-a, IL-1B e ésteres de forbol ativam o NF-xB por sinalizar a
degradagao do IkBa, um inibidor citosélico do NF-kB, permitindo assim a translocagao do
NF-xB para o nudcleo. Uma vez intranuclear, o NF-xB ativa a transcricdo de genes alvos.
Alguns estudos mostraram que em macréfagos peritoneais a atividade do NF-xB foi
reduzida no grupo estimulado por corticosterona, sugerindo que os glicocorticéides induzem
imunossupressao através da redugéo na regulagéo da atividade do NF-xB (BALDWIN, 1996;
SCHEINMAN et al., 1995, WISSINK et al., 1998).

O NF-xB é uma molécula dimérica e um total de cinco subunidades que formam
estes dimeros foram identificados: RelA ou p65, RelB, c-Rel, NF-kB1 ou p50, e NF-xB2 ou
p52. Os heterodimeros compostos das subunidades p50 (que se liga ao motivo cis-xB) e
p65 (que é necessario para a ativagdo da expressao de genes) sdo 0S mais comuns
(DELFINO e WALKER, 1999).

A ligacdo dos TLRs resulta na ativagdo do NF-xB e na inducdo de citocinas e
moléculas co-estimulatérias necessarias para a ativagdo da resposta imune adaptativa
(MEDZHITQV et al., 1997; ZHANG et al.,1999). O TLR4 dos camundongos C3H/Hed tem
uma mutagdo pontual TLR4 no dominio extracelular que causa uma falha na ativagao do
NF-xB (HOSHINO et al., 1999). Nossos resultados estdo de acordo com este fato este, uma
vez que foi observada uma menor concentracdo de NF-kB nos extratos nucleares dos
camundongos defectivos no TLR4 observada em nossos resultados (Figura 17). Além disso,
o NF-«xB esta envolvido na regulacdo da expressao de citocinas e outros mediadores que

participam na resposta inflamatéria (ABRAHAM, 2003). Assim, a menor expressao do NF-«xB
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nos camundongos com expressao defectiva do TLR4 tem como conseqiiéncia a menor
producdo destes mediadores inflamatérios, como observado em nossos resultados pela
menor concentragdo de H.O,, NO, TNF-o e IL-10 pelas células dos camundongos
deficientes no TLR4 (Figura 17B). Shoham et al. (2001) demonstraram que o a translocagao
do NF-kB dependente do TLR4 ¢ ativada in vitro pelo principal componente capsular do C.
neoformans, a glicuronoxilomanana.

Os ROI estdo envolvidos na ativagdo do NF-xB mediada pelo TLR4 e TLR2
(FRANTZ et al. 2001; ASEHNOUNE et al., 2004; PARK et al., 2004). Nossos resultados
estdo de acordo com este fato, uma vez que a maior ativagdo do “burst’oxidativo foi
observada nos camundongos TLR4 normais, e também nesta linhagem de animais verificou-
se maior concentragdo do NF-kB no nicleo. Deste modo, a ligagdo ao TLR4 durante a
esporotricose experimental leva a produgdo de H:O., que por sua vez pode estar
relacionada a translocacdo do NF-xkB ao nlcleo e transcricio de outros mediadores
importantes na resposta imune.

A inducdo da ativagdo do NF-xB é reconhecida como um importante passo na
sequiéncia de sinais iniciados na membrana dos macréfagos pela ligacdo dos TLRs. Nos
macréfagos a ativagdo transcricional e a subseqlente liberagdo de TNF-o requerem a
ativacdo do NF-xB (BAEUERLE e BALTIMORE, 1996), como aconteceu nos nossos
resultados, a maior produgédo de TNF-o foi observada nos camundongos TLR4 normais, que
também demonstraram maior translocacdo do NF-xB ao ndcleo.

As células monociticas sdo extremamente sensiveis ao LPS e respondem pela
expressao de muitas citocinas inflamatérias. O LPS interage com as proteinas ligadoras de
LPS (LPB) no plasma e entra em contato com a superficie celular através do receptor de
superficie CD14. Em seguida, o LPS ¢é transferido para o receptor transmembrana de
sinalizagdo, o TLR4 e sua proteina acesséria, o MD-2 (GUHA e MACKMAN, 2001). O CD14
€ um antigeno marcador da linhagem mieléide (GOYERT et al., 1986). A proteina madura é
expressa na superficie das células miel6ides via uma cauda glicosilfosfatidilinositol. O CD14
também é encontrado livre no plasma em concentra¢des variando de 2 a 6 ug/mL (BAZIL e
STROMINGER, 1991) e é chamado de CD14 soluvel (sCD14). O sCD14 medeia a ativagao
de células CD14-negativas pelo LPS. O papel da LPB e CD14 na ativagao de macréfagos e
monocitos pelos LPS foi demonstrado tanto bioquimica quanto geneticamente. Anticorpos
anti-CD14 bloqueiam a ativagdo de macréfagos dependente de LPB pelo LPS, sugerindo
que o CD14 seja o receptor para particulas opsonizadas por LPBs (WRIGHT et al., 1990).

Nossos resultados quanto a expressdo de CD14 nas células dos camundongos
C3H/HePas e C3H/HeJ demonstram a presenga desta proteina principalmente nas trés
primeiras semanas do estudo, tanto do grupo controle quando do grupo dos animais
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infectados (Figura 18), no entanto a expressao foi maior nos animais infectados em relagéo
aos nao infetados, e também foi significativamente maior nos camundongos C3H/HePas.
Este resultado pode sugerir que o0 processo infeccioso possa ter estimulado a expressao
desta proteina.

Existem varios trabalhos com macr6fagos demonstrando que a expressao de CD14
nestas células pode ser aumentada ou reduzida. Pala et al. (2000) relataram que a
expressao de marcadores de superficie que podem estar reduzidos apds a ativagédo, sendo
o resultado observado nao correspondente a real expressao dos receptores. Rogler et al.
(1998) demonstraram que o CD14 esta diminuido em macréfagos intestinais. Kamada et al.
(2008) observaram pequeno numero de células CD14" no intestino, entretanto essas células
CD14" estao significativamente aumentadas em pacientes com doengas inflamatérias
intestinais, especialmente aqueles com doenga de Crohn, demonstrando seu papel nos
processos inflamatorios. Outros trabalhos com macréfagos obtidos do figado demonstraram
que analise imunohistoquimica usando anticorpos monoclonais especificos para as células
da linhagem mondcito/macréfago revelou que estes monécitos e macréfagos hepaticos tém
um perfil distinto um do outro. A expressdo de CD14 esta reduzida nos macrofagos
hepaticos, quando comparadas com os mondécitos (YAMAMOTO et al.,, 1995). Os
macréfagos hepaticos em doengas hepaticas sdo ativados a expressar CD14 em graus
variados e estao envolvidos na depuragéo de complexos protéicos LPS-LBP (TOMITA et al.,
1994). Em outro trabalho (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1993), foi demonstrado que os
macroéfagos alveolares também expressam baixos niveis de CD14.

A resposta ao LPS é mediada pela sua interagdo com o TLR4 juntamente com o MD-
2, secretado e soluvel, ou 0 CD14 ligado a membrana e o sinal é transduzido via complexo
de receptor de IL-1 para ativar o NF-kB e a secregéo de citocinas pro-inflamatérias (ZHANG
et al., 1999; BOWIE e O'NEILL, 2000; JIANG et al., 2000; DA SILVA CORREIA et al., 2001) .
A proteina MD-2 é também uma proteina secretada, mas esta associada a superficie celular
quando expressa em linhagens celulares que expressam o TLR4, fisicamente associada ao
dominio extracelular TLR4 (GUHA e MACKMAN, 2001). Posteriormente, Shimazu et al.
(1999) demonstraram que a expressao de MD-2 aumenta a ativacdo do NF-kB dependente
do TLR4 em células HEK293 transfectadas. O complexo MD-2/TLR4 foi identificado na
superficie de macréfagos peritoneais de camundongos (AKASHI et al., 2000), sugerindo que
este complexo funcione como o receptor de sinalizacdo do LPS na superficie dos mondcitos.

O MD-2 pode se associar também com outros membros da familia TLR e conferir a
habilidade de responder a um amplo espectro de patdgenos, inclusive bactérias Gram
positivas e fungos (SHIMAZU et al, 1999). O perfil de expressao dos TLRs em cada célula é
modulado por produtos microbianos, como o LPS, e por mediadores inflamatérios, como

TNF-a e IL-1B, indicando que a expressao dos TLR individuais pode ser alterada durante o
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curso da infecgao, talvez influenciando o resultado da resposta imune (KAWAI e AKIRA,
2005; TAKEDA e AKIRA, 2005).

Nossos resultados quanto a expressdo de MD-2 mostraram valores muito baixos e
também nao mostraram diferengas significativas entre as duas linhagens de camundongos
estudadas. Porém pode haver algum fator que influencie a expressao dessa proteina, seja
positiva ou negativamente, como observado para outras linhagens celulares.

Abreu et al. (2001) observaram que as células do epitélio intestinal expressam baixos
niveis de TLR4 e MD-2, isso porque o epitélio intestinal deve permanecer imunologicamente
sem resposta aos microorganismos da microbiota e ao LPS. Pouco se sabe sobre a
regulagéo da expressédo do TLR4 ou MD-2. Em um estudo posterior, Abreu et al. (2002)
demonstraram que a expressdo do MD-2 e atividade transcricional sdo positivamente
reguladas pelos interferons, principalmente o IFN-y, enquanto que a expressédo do TLR4 é
regulada pelo IFN-a, sugerindo que a exposicdo coordenada das células do epitélio
intestinal a citocinas especificas pode ser importante na geragao de complexos TLR4/MD-2
funcionais.

Macréfagos intestinais também s&o hiporresponsivos a substancias estranhas,
especialmente o LPS, e apresentam menor expressao de CD14 e TLR4/MD-2, os
receptores para o LPS. Entretanto, a expressdo destas proteinas foi observada no
citoplasma de macrofagos intestinais (NAKATA et al.,, 2007). Este mesmo grupo de
pesquisadores observaram que estes macréfagos intestinais tratados com a IgA poderia
restabelecer a resposta ao LPS, sugerindo que os macrofagos intestinais possuem uma
plasticidade para responder sensivelmente a mudangas no meio extracelular.

Estudos genéticos e de delecao de genes demonstraram que a responsividade
normal ao LPS in vitro requer a proteina acesso6ria MD-2, uma pequena glicoproteina rica
em residuos de cisteina, que se liga ao TLR4 no reticulo endoplasmatico e entao é
carregado a superficie na forma de um complexo ativo TLR4/MD-2 (POLTORAK et al,,
1998; SCHROMM et al., 2001; NAGAI et al., 2002). Fock et al. (2007) demonstraram que o
estado nutricional dos camundongos influencia na expressdo de TLR4/MD-2 e também de
CD14. Os macréfagos dos animais mal-nutridos apresentaram menor expressao de CD14 e
TLR4/MD-2 que o grupo controle, mesmo quando estimulados com o LPS. Outros estudos
demonstraram que o LPS leva a uma reducdo nos niveis de TLR4 nos macrofagos
peritoneais de camundongos e em regides parenquimais e nao parenquimais do cérebro
(MUZIO et al., 2000; VISINTIN et al., 2001).

Toétemeyer et al. (2003) avaliaram a expressdo do TLR2, TLR4 e MD-2 no baco e
figado de camundongos defectivos (C3H/Hed) ou nédo (C3H/HeN) no TLR4, em resposta a
infecgao por Salmonella sorotipo Typhimurium. Foi observado que a expressdao do mRNA de
TLR2 é induzida em resposta a infeccao pela Salmonella sorotipo Typhimurium em ambas

112



Divcnosdo

as linhagens de camundongos, mas a inducdo é muito menor e mais tardia nos
camundongos C3H/Hed. Ao contrario, a expressdo do mRNA do TLR4 aumentou nos
camundongos C3H/Hed, mais do que nos C3H/HeN. Os niveis de mRNA do MD-2
aumentaram em ambas as linhagens de camundongos, sem diferengas entre elas, durante a
infeccdo por Salmonela (TOTEMEYER et al., 2003).

Em trabalho realizado por Maris et al. (2006) foi demonstrado que macréfagos
alveolares de pacientes ap6s a inalagao de LPS tém uma redugéo nos niveis de mRNA que
regulam a expressdo das proteinas envolvidas na sinalizagdo do LPS, especificamente de
TLR4 e MD-2. O que também foi observado por outros experimentos realizados in vitro com
macréfagos alveolares murinos, em que a estimulagdo com LPS levou a uma redugdo nos
niveis de mRNA de TLR4 (DROEMANN et al., 2005).

A capacidade de responder apropriadamente aos patdégenos € um evento importante
para a sobrevivéncia, e os TLRs sado o primeiro ponto de contato que se tem com os
organismos invasores. Assim, 0s mecanismos que regulam a resposta devem ser
rigorosamente controlados, primeiro para responder apropriadamente ao patégeno e depois
para prevenir a ativacdo excessiva da sinalizagcao pelo TLR e controlar os danos deletérios
para o hospedeiro que seguem a ativagao pelo TLR. Estes mecanismos que regulam a
sinalizagéo pelos TLR foram revelados e incluem a degradagao de proteinas, seqlestro e
compartimentalizagdo (MIGGIN e O’NEILL, 2006). As citocinas anti-inflamatérias também
tem a capacidade de regular a expressao do TLR, como por exemplo o TGF-B que inibe a
expressao do TLR4 (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 2004).

As infeccbes produzem diversas respostas no hospedeiro que incluem a ativagao do
sistema imune, inflamacao e morte celular (LOBBE e SALEH, 2008). As condicées que
causam a morte apoptoética da célula estdo associadas a supressao da inflamacao ou da
imunidade mediada por células (VOLL et al., 1997). A apoptose das células é importante no
desenvolvimento e homeostasia de organismos multicelulares (VAUX, 1993). E considerada
um mecanismo fisioldgico rigorosamente controlado para a eliminagéo de células nocivas,
lesionadas ou desnecessarias, sem causar uma resposta inflamatoria ou danos teciduais
(VAUX,1993; VAUX et al.,1994; SAVILL et al.,, 1993). A auséncia de uma resposta
inflamatdria durante a apoptose tem sido atribuida a rapida fagocitose das células antes de
sua lise, assim prevenindo a liberacdo do conteldo nocivo que poderia levar a inflamacéao
ou dano tecidual (SAVILL et al., 1993).

Durante a apoptose as células sédo reconhecidas e fagocitadas por macréfagos. Nos
estagios iniciais da apoptose ocorrem mudancas na superficie celular. Uma destas
alteragbes € a translocagao da fosfatidilserina do interior da membrana plasmatica para o
exterior. A anexina V é uma proteina ligadora de fosfolipides dependente de calcio que tem
alta afinidade pela fosfatidilserina (FADOK et al., 1992). Por este motivo a anexina V pode
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ser usada como um marcador para a exposi¢cao da fosfatidilserina na superficie celular. A
translocagao da fosfatidilserina nao ocorre somente na apoptose, mas também durante a
necrose. Por esta razao uma marcacao adicional com o iodeto de propideo (Pl), um corante
nuclear para o qual as células vivas e em apoptose sao impermeaveis, € necessario para se
distinguir as células em apoptose e em necrose (VAN OOSTVELDT et al., 1999). As células
necroticas (p6s-apoptéticas) coram-se pelo iodeto de propideo como conseqiiéncia de
danos na membrana citoplasmatica. As células necréticas também se coram com a anexina
V juntamente com o corante vital, indicando que a ligagdo da anexina V é resultado de
danos na membrana (FINK et al., 2005).

Os resultados aqui apresentados demonstraram que os camundongos C3H/HePas
tem predominio das células em apoptose nas semanas iniciais do estudo (Figura 20B),
diferente do que foi observado entre os camundongos C3H/Hed, onde se verificou que
houve predominio das células em necrose (duplamente marcadas com Anexina V e Pl —
Figura 20D).

As duas principais vias de sinaliza¢do de apoptose foram bem definidas. Uma é a via
mitocondrial de morte e outra é a sinalizagdo de apoptose mediada por receptores, como
Fas e TRAIL (“Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand”). Na via de morte
celular mitocondrial, danos oxidativos estimulam a mitocéndria a liberar citocromo C no
citosol, que esta associado a ativagdo da apoptose mediada pela caspase-3. Os ROI estao
envolvidos na inducdo da permeabilidade da mitocéndria e liberacdo dos fatores
amplificadores de morte, ativacido de caspases intracelulares e danos ao DNA. E possivel
que uma maior expressdo dos TLRs resulte na producdo de ROI que estimulam a via
apoptética mitocondrial. De fato, a observacdo de maior percentual de apoptose nos
camundongos C3H/HePas pode estar relacionada a maior produgao de H.O, pelas células
destes animais, uma vez que nos C3H/Hed observou-se menor concentragdo de H,O; e
também menor percentual de células em apoptose.

A indugéo de apoptose das células do hospedeiro tem sido demonstrada em varios
casos de infecgdes bacterianas, virais e parasitérias, e tem importantes conseqiéncias na
patogénese (WEINRAUCH e ZYCHLINSKY, 1999; HAY e KANNOURAKIS, 2002; JAMES e
GREEN, 2004).

A apoptose é um regulador importante da especificidade do sistema imune
(WEINRAUCH e ZYCHLINSKY, 1999; COHEN et al., 1992). Ha varios relatos de que a
inibigdo da apoptose pode influenciar o resultado da infecgdo por patdgenos intra- ou
extracelulares e/ou modular a resposta inflamatéria (WEINRAUCH e ZYCHLINSKY, 1995;
HOTCHKISS et al., 2000; CARRERO et al., 2004). Os patégenos podem ativar a apoptose
das células imunocompetentes para evitar seu reconhecimento por estas células
(WEINRAUCH e ZYCHLINSKY, 1999). Alguns trabalhos também observaram que o TNF-a
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€ um fator importante para a ativagdo da apoptose (BEG et al., 1996; HU et al., 1999).
Bohler et al. (2000) também mostraram que a presenga de TNF-o. e IL-1f aumenta o
percentual de apoptose em células mesangiais de ratos. Estas duas citocinas estéo
relacionadas a indugdo da sintese de ROl (RADEKE et al., 1990), sugerindo que o H>O;
também esteja envolvido na via de apoptose mediada pelo TNF-a e IL-1B nas células
mesangiais. Em nossos resultados também podemos correlacionar o maior percentual de
apoptose nos macréfagos dos camundongos nédo defectivos no TLR4 com o maior nivel de
expressao de H,O,, NO, TNF-a e IL-1B observados nas células destes animais.

A apoptose também foi relacionada entre os mecanismos imunolégicos que podem
modular o curso da infecgao pelo fungo dimoérfico Histoplasma capsulatum. Albina et al.
(1993) demonstraram que o0 NO também esta envolvido na indugao de apoptose de varias
células, inclusive de macrofagos. Wu-Hsieh et al. (1998) observaram que a iNOS é induzida
em macréfagos esplénicos durante a infeccdo ativa pelo fungo H. capsulatum e esta
relacionada a apoptose das células esplénicas. Quando se inibiu a produgao de NO houve
uma reducgdo no percentual de células apoptéticas dos animais infectados. Wu-Hshieh et al.
(1998) relacionaram este resultado com a redugao do nimero de células e recuperagao do
processo inflamatério apds a infecgao.

No entanto, outros pesquisadores (MEDEIROS et al., 2002) relacionaram a apoptose
das células do hospedeiro infectado com H. capsulatum a maior suscetibilidade a infecgao,
uma vez que a inducdo da apoptoses dos neutrdfilos e células monocleares do sangue
periférico pode representar um mecanismo de escape para o fungo, por retardar a morte
celular e permitir a sobrevivéncia do fungo dentro destes leucécitos. Resultados
semelhantes foram observados por Allen e Deepe (2005) quando avaliaram a apoptose nos
pulmées de camundongos infectados com H. capsulatum, e estes pesquisadores
relacionaram a apoptose a presenca de TNF-a.

Outras infecgbes fungicas também parecem induzir apoptose das células do sistema
imune. C. albicans induz apoptose de neutréfilos (ROTSTEIN et al,, 2000) e o C.
neoformans induz apoptose nas células inflamatérias de granulomas de ratos com meningite
criptococica (GOLDMAN et al., 1996; CHIAPELLO et al., 2003).

Na sinalizacdo de apoptose através dos receptores relacionados a morte, alguns
ligantes (como Fas ou CD95 e TNF-a) ligam-se aos seus receptores cognatos, resultando
na formagao do complexo de sinalizagdo de morte e levando a ativagdo de caspase-8 e
caspase-3, induzindo a apoptose (CLERK et al.,, 2003). Nossos resultados séao
concordantes com este, uma vez que a maior producdo de TNF-a (Figura 6B) pelas células
dos camundongos C3H/HePas coincide com a posterior indugédo da apoptose observada
nas células destes animais (Figura 20B).
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Alguns estudos sugeriram que a estimulagdo dos TLRs pode resultar em apoptose
pela ativagdo da sinalizagéo pro-apoptética (ALIPRANTIS et al., 2000; LOPEZ et al., 2003;
INTO et al., 2004). Into et al., (2004) observaram que a estimulagao do TLR2 e TLR6 com
lipoproteinas bacterianas induzem a morte celular através da apoptose (INTO et al., 2004).
Belocchio et al. (2004) demonstraram que os TLRs participam da indugdo da apoptose e
necrose de células polimorfonucleares em resposta a exposicao a conidios ou hifas de A.
fumigatus. De forma muito interessante, eles observaram que a apoptose estava
significativamente aumentada apds a exposi¢ao as hifas de A. fumigatus enquanto que apés
0 contato com os conidios observou-se predominio das células em necrose. Efeitos
diferentes também foram demonstrados com diferentes ligantes dos TLRs, a necrose foi
mais pronunciada pelo zimosan (conhecido por ser ligante do TLR2) e n&o foi afetada pelo
LPS, enquanto que apoptose foi bastante aumentada pelo lipidio A do LPS (que é
reconhecido pelo TLR4) (BELOCCHIO et al., 2004). Deste modo, como supomos que o LeL
possua alguma semelhanga ao LPS, especialmente ao lipidio A que é reconhecido como
PAMP do LPS, em relagdo ao seu reconhecimento pelo TLR4, este mesmo antigeno que
estd presente nas células leveduriformes do S. schenckii durante a infeccdo pode estar
relacionado a apoptose das células que foi observada principalmente nos camundongos
normais no TLR4.

A sinalizacdo mediada pelo TLR4 também desempenha um papel dominante na
apoptose estimulada pela bactéria Yersinia enterocolitica em macrofagos, uma vez que foi
observada apoptose nas células dos camundongos controle e ndo dos defectivos em TLR4
(HAASE et al., 2003). Entretanto, 0 mecanismo preciso pelo qual o TLR medeia a apoptose
na yersiniose ainda n&ao foi completamente elucidado.

Fan et al. (2005) demonstraram que a expressao do TLR2 ou TLR4 em células de
ovarios de hamster (CHO) resulta em células mais suscetiveis a apoptose, induzida pela
privagcao de soro no meio de cultura. Entretanto, houve também um aumento na expressao
de fatores anti-apoptéticos induzidos pela translocacdo do NF-xB ao nucleo, como o Bcl2,
que previne a liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria. Assim, a apoptose das células
resulta do balanco entre efeitos anti-apoptéticos e fatores pré-apoptéticos, e tanto a
sinalizagdo através dos receptores relacionados a morte quanto a via mediada pela
mitocondria parecem estar envolvidos.

A via de sinalizacdo mediada pelo TLR ativa principalmente o NF-«xB (ADEREM e
ULEVITCH, 2000; ZHANG e GHOSH, 2001) que desempenha importante papel anti-
apoptético na célula. Entretanto, existem evidéncias publicadas sobre um papel pro-
apoptotico da ativagcdo do NF-kB (KUHNEL et al., 2000; PENG et al., 2006), uma vez que a

ativacdo do NF-«B leva a maior expressao de Fas e ligante de Fas (FasL) que é necessario
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para ainducéo de apoptose (KUHNEL et al., 2000; LU et al., 2002; PENG et al., 2006).

Varios patégenos tem sido descritos como ativadores de apoptose através de
diferentes mecanismos que incluem a producdo de toxinas bacterianas ou expressao de
fatores de viruléncia que interagem diretamente com componentes importantes da
maquinaria celular de morte (WEINRAUCH e ZYCHLINSKY, 1999). OQutros patégenos
modulam a apoptose por interferir nas vias de sobrevivéncia mediadas pelo NF-kB e/ou
MAPK (Proteinas quinases ativadas por mitdgenos), que sao ativadas pelo PRR, e sao
responsaveis pela produgdo de mediadores inflamatérios bem como de proteinas de
sobrevivéncia, como Bcl-xl e c-IAP2 (proteina inibidora de apoptose).

Tanto a imunidade inata quanto a adquirida sédo essencialmente necessarias para o
desenvolvimento de uma o6tima resisténcia aos fungos patogénicos (ROMANI e
KAUFMANN, 1998). Alguns dos polimeros fungicos que ativam a resposta inflamatéria
foram identificados e incluem B-1,3/B-1,6 glucanas, glicuronoxilomanana, fosfolipomananas
e galactomananas (LEVITZ, 2004). As B-glucanas constituem um dos componentes
estruturais da parede celular fangica que tém propriedades imunoestimulatérias bem
caracterizadas (BROWN e GORDON, 2001). Sabe-se que o S. schenckii estimula os
macréfagos a produzirem citocinas e que a interagao das leveduras com os macréfagos se
da através da parede celular. Os antigenos do S. schenckii sdo compostos principalmente
de glicoproteinas com um alto grau de glicosilacdo, especialmente com manose, ramnose e
galactose (TAKATA e ISHIZAKI, 1983). Nos macrofagos existem outros receptores que
podem estar envolvidos no reconhecimento destes polissacarideso como os receptores de
manose (YAMAMOTO et al., 1997), receptores de B-glucanas (BROWN et al., 2002) e
receptores de complemento 3 (FORSYTH e MATHEWS, 1996).

Outros estudos demonstraram que o TLR4 nao é necessario para a resposta dos
macréfagos ao Coccidioides posadasii (VIRIYAKOSOL et al., 2005). Estes pesquisadores
demonstraram que macrofagos peritoneais dos camundongos C3H/Hed respondem
fracamente as concentragbes de LPS até 100ug/mL, como esperado. Ao contrario, as
células dos C3H/HedJ responderam normalmente a C. albicans. Utilizando-se C. posadasii
inativados por formalina houve producdo de TNF-a pelos macréfagos dos C3H/Hed tanto
quanto pelo grupo controle, C3H/Oud — TLR4 competente. O mesmo resultado foi obtido
quando os sobrenadantes foram testados para IL-6 (VIRIYAKOSOL et al., 2005).

Tanto o TLR2 quanto o TLR4 sao ativados in vitro pelo C. neoformans, C. albicans e A.
fumigatus, no entanto, é provavel que a deficiéncia de um destes receptores possa ser
parcial ou completamente compensada em modelos animais de infeccdo, permitindo a
redundancia de mecanismos de sinaliza¢ao induzida pelas células fangicas vivas (HOHL et
al., 2006).
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Netea et al. (2004) demonstraram que o0 reconhecimento dos antigenos de parede
celular da C. albicans envolve tanto o TLR2 quanto o TLR4, e a auséncia dos sinais gerados
pelo TLR4 aumenta a suscetibilidade a candidiase disseminada (NETEA et al., 2002). No
entanto, quais componentes da parede celular estimulam a resposta pelo TLR2 e TLR4
continuam a ser elucidados, mas ha indicacbes de que o componente manana seja
reconhecido pelo TLR4 (TADA et al., 2002).

Nossos resultados também sugerem um papel importante para o TLR4 no
reconhecimento e indugdo da resposta imune durante a esporotricose experimental murina.
No entanto, nossos resultados sugerem que a porgao lipidica da parede celular do S.
schenckii seja reconhecida pelo TLR4. A expressdo do LelL e LeM na parede celular do S.
schenckii na fase leveduriforme e miceliar, respectivamente, e o reconhecimento pelo TLR4
(observado pela maior produgdo de H,O,, NO, TNF-a e IL-10 nos camundongos TLR4
normais) indicam estes antigenos como candidatos a serem membros da familia de PAMPs
do S. schenckii.

Para a grande maioria dos mediadores aqui avaliados nos sobrenadantes das culturas
de macréfagos peritoneais, os valores de producao de cada um deles sempre foram maior
nos camundongos C3H/HePas, exceto para a IL-12p70 e o TGF-B, para o qual as células
dos animais C3H/HeJ, infectados ou ndo, produziram maiores quantidades que as células
dos animais C3H/HePas nas mesmas condi¢cdes. Outro dado relevante encontrado em
nossos resultados é que dentre os antigenos testados, os antigenos lipidicos extraidos da
parede celular do fungo, tanto em sua forma miceliar quanto na forma de levedura, foram
mais eficazes em induzir uma resposta do que o exoantigeno, que é um antigeno liberado
pelo fungo no meio extracelular. De um modo geral, o extrato lipidico da fase leveduriforme
teve mais sucesso em induzir resposta imune quando avaliamos a producao de NO, IL-1p,
TNF-qa, IL-12p70, IL-10 e TGF-B. Porém, quando avaliamos a ativagdo do “burst” oxidativo,
observamos que houve maior produgao de H,O, quando as células foram estimuladas com
o0 extrato lipidico da fase miceliar, como j& citado anteriormente.

Quando avaliamos a produgcdo destas citocinas no compartimento intracelular
observamos um perfil diferente daquele detectado nos sobrenadantes das culturas
celulares. Realmente, como relatado por Pala et al. (2000) nem sempre houve uma
correlagao entre estes resultados. No entanto, pdde-se observar nestes experimentos que a
producdo de citocinas também foi maior nos camundongos C3H/HePas no que nos
C3H/HeJ, reforcando assim o envolvimento do TLR4 no reconhecimento e ativagdo da
resposta imune contra o fungo S. schenckii.

Condizente com estes resultados observamos também uma maior concentracdo do

NF-kB nos extratos nucleares dos camundongos TLR4 normais em relacdo aos C3H/Hed
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(defectivos no TLR4), uma vez que este € o principal fator de transcricdo que medeia a
expressao das citocinas e a maior produgao de citocinas foi observada nos camundongos
C3H/HePas.

A expresséo das proteinas acessorias ao TLR4, CD14 e MD-2, foi também maior nos
camundondos C3H/HePas, como esperado. No entanto ndo podemos descartar a
possibilidade das formas sollUveis destas proteinas também participarem na estimulacdo do
TLRA4.

Os resultados aqui apresentados sugerem que a linhagem de camundongos
C3H/HePas estudada neste trabalho apresenta um perfil de resposta ao S. schenckii
semelhante ao modelo ja estabelecido em nosso laboratério com camundongos Swiss, onde
observamos uma depressao na resposta imune no periodo entre a quarta e a sexta
semanas de infecgdo. Observagdo semelhante pode ser considerada em relagcdo aos
camundongos C3H/HedJ, porém esta menor producdo dos mediadores imune parece que
aconteceu um pouco mais tarde, entre a sexta e oitava semanas, além de ter acontecido
também em menores concentragées da maioria dos mediadores aqui estudados.

A avaliagdo da apoptose nas células do exsudato peritoneal foi também maior nos
camundongos C3H/HePas do que nos camundongos C3H/Hed. Isso é coerente com a
expressao dos RNI e citocinas pré-inflamatérias, que também foi maior nos camundongos
C3H/HePas, e estdao intimamente relacionadas a indugdo de apoptose. A inducdo de
apoptose nas células de animais infectados pode ser induzida como um mecanismo de
reduzir os danos causados pelo sistema imune do hospedeiro ao agente invasor,
possibilitando assim a instalagdo e disseminacao do agente infeccioso.

Enquanto muito progresso tem sido feito na elucidacdo de como os TLRs contribuem
para a defesa do hospedeiro contra os fungos, muito ainda precisa ser compreendido. Além
disso, existem dados publicados de apenas um pequeno nimero dos fungos patogénicos e
alguns sao conflitantes. As razées para estes resultados precisam ser estabelecidas. A
resposta inflamatéria vista nas infeccdes fungicas pode ser uma “faca de dois gumes”:
enquanto necessaria para uma defesa efetiva do hospedeiro, uma resposta inflamatéria
exagerada ou mal direcionada pode levar a efeitos deletérios devido a destruicdo tecidual
(LEVITZ, 2004).

Nao devemos esquecer que a complexidade dos antigenos quando no
microorganismo intacto pode induzir uma resposta diferente no organismo bem como pode
haver uma redundéancia da imunidade inata. Quando um receptor é eliminado, outros
receptores podem compensar. O fen6tipo usado neste trabalho, com expressao defectiva
do, sugere importante papel deste receptor no reconhecimento e indugdo de uma resposta
imune durante a esporotricose, no entanto os dados nao sao suficientes para eliminarmos a

contribuicdo de outros receptores nestas respostas.
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7. Conclusoes

10.

O TLR4 participa no reconhecimento e na indugédo da resposta imune ao fungo S.
schenckii

Entre os antigenos do fungo S. schenckii utilizados como estimulo nas culturas
celulares, verificou-se que o exoantigeno estimula fracamente a produgdo dos
mediadores imunoldgicos.

O extrato lipidico da fase miceliar foi mais eficaz em estimular a producdo de H,Ox,
uma vez que a fase miceliar € a forma que penetra no organismo e o “burst”
oxidativo € um dos primeiros mecanismos de defesa do organismo.

O extrato lipidico da fase leveduriforme foi mais eficaz em estimular a producéo dos
outros mediadores imunoldgicos (NO, IL-1, TNF-a, IL-12p70, IL-10 e TGF-B), uma
vez que durante a infeccao a forma de levedura é que esta presente no organismo
do hospedeiro.

Observou-se uma maior produgédo de H.O,, NO, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes
das culturas celulares dos camundongos TLR4 normais, sugerindo assim a
participagao deste receptor no reconhecimento do S. schenckii.

A producao de IL-B, IL-12p70 e TGF-B pelas células dos camundongos deficientes
em TLR4 sugere que este receptor ndo seja o responsavel pela indugdo destas
citocinas ou que haja mecanismos compensatorios para estes mediadores.

A detecgao das citocinas intracelulares mostrou que tanto as citocinas IL-1, TNF-a e
IL-10 quanto IL-12p70 e TGF-B s&o induzidas em maiores quantidades nas células
dos camundongos TLR4 normais, reforcando ainda mais o envolvimento destes
receptores na esporotricose.

A translocagéo do fator de transcricdo NF-kB ao nucleo também foi condizente com a
maior expressao de citocinas nos camundongos C3H/HePas e conseqlientemente
com a participagao do TLR4 no reconhecimento do S. schenckii.

A expressao das proteinas acessoérias ao TLR4 (MD2 e CD14) foi apenas um pouco
maior nos camundongos TLR4 competente, entretanto foi suficiente para gerar
resposta imune de magnitudes bem diferentes entre as duas linhagens.

A presenga de células em apoptose também foi maior nos camundongos TLR4
competente, uma vez que a apoptose pode ser induzida pelo H.O,, NO e TNF-a e

estes foram produzidos em maiores concentragées neste grupo de animais.
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