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Resumo

A descoberta recente das células T “helper” 17 (Th17) e de inUmeros outros subtipos de células
Th expandiu o paradigma Th1/Th2, que persistia desde sua introducdo por Mosmann e
colaboradores em 1986, mas que ndo fornecia explicacdo suficiente para uma série de condicdes
homeostaticas e patoldgicas. Definidas caracteristicamente pela expressao do fator de transcricdo
“retinoic acid receptor-related orphan receptor” yt (RORyt) e pela producdo de interleucina (IL)-
17, as células Th1l7 sdo potentes indutoras de inflamacéo tecidual, com reconhecido papel no
combate a bactérias e fungos extracelulares e na manutencdo da homeostasia em mucosas.
Apesar disso, 0 interesse pelo seu estudo veio do papel central que desempenham no
desenvolvimento de condi¢bes inflamatdrias cronicas importantes como esclerose mdaltipla,
artrite reumatdide e doenca de Crohn, razdo pela qual tém sido alvo de novas e promissoras
terapias especificamente voltadas para o seu bloqueio. Nesse sentido, tem importancia profilatica
a identificacdo de patdgenos oportunistas cuja eliminacdo dependa da resposta Thl7 e que
possam representar risco a pacientes submetidos a terapias anti-Th17. Conforme mostramos aqui
pela primeira vez, este € o caso do fungo Sporothrix schenckii, causador da esporotricose, e que
até agora apresentava importancia clinica quase que exclusivamente limitada a pacientes
imunodeprimidos, quer seja como consequéncia do tratamento farmacoldgico da rejeicdo a
transplantes ou contra o céancer, ou por imunodeficiéncias primarias ou adquiridas diversas.
Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar a participacdo da resposta Th17 na infeccdo por
S. schenckii e qual o grau de importancia desta para a capacidade do animal eliminar a infeccéo.
Para isso, nos desenvolvemos um modelo de infecgdo sistémica por S schenckii em
camundongos e avaliamos o desenvolvimento das células e a produgdo de citocinas efetoras
Th17. Adicionalmente, a importancia da resposta Th17 para o controle da infeccdo foi avaliada
pelo tratamento dos animais com um anticorpo monoclonal neutralizante anti-1L-23p19, visando
modular negativamente a resposta Th17. Nossos resultados mostram que a resposta Thl7

desenvolve-se durante a infeccdo sistémica por S schenckii em camundongos, manifestando-se



pelo desenvolvimento de células Th17 e Th1/Th17 mistas, assim como pela produgdo aumentada
tanto de IL-17 como de IL-22. Ainda, usando camundongos depletados de IL-23 pelo tratamento
com anticorpo monoclonal (mAb) especifico, mostramos que a resposta Thl7 intacta é

necessaria para a 6tima eliminacdo do fungo, mas ndo para a sobrevivéncia dos animais.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii, esporotricose, células Thl7, resposta Thl7, deplecdo de

IL-23.



Abstract

The discovery of T helper 17 (Th17) cells, along with many other Th cell subsets in the recent
years, has expanded the Th1/Th2 paradigm that had persisted since its proposition by Mosmann
and colleagues in 1986. Defined by the characteristic expression of the transcription factor
retinoic acid receptor-related orphan receptor yt (RORyt) and production of interleukin (IL)-17,
Th17 cells are powerful inducers of tissue inflammation with a recognized role against
extracellular bacteria and fungi and in the maintenance of mucosal homeostasis. Despite all this,
the interest in their study came from the pivotal role they play in the development of major
chronic inflammatory conditions such as multiple sclerosis, rheumatoid arthritis and Crohn’s
disease, reason why they have been the target of promising new therapies specifically aimed at
their blockade. Accordingly, the identification of opportunistic pathogens whose clearance relies
on the Thl7 response is of huge prophylactic importance, for they could become a risk for
patients subjected to anti-Thl7 therapies. As shown here for the first time, this applies to
Soorothrix schenckii, the agent of sporotrichosis, whose clinical importance was, until now,
almost exclusively limited to immunodepressed individuals, either as a consequence of
pharmacological treatment against transplant rejection or cancer, or due to various primary or
acquired immunodeficiency disorders. In light of the above, the aim of this study was to assess
the role of the Th17 response in the S schenckii infection and its importance for the animal’s
ability to eliminate the infection. In order to do that, we developed a murine model of S
schenckii systemic infection and assessed the development and effector cytokines production
from Th17 cells. Additionally, the Thl7 response’s importance for infection control was
assessed by treating mice with an anti-1L-23p19 neutralizing monoclonal antibody, which was
aimed at negatively modulating the Th1l7 response. Our results show that both Thl7 and
Th1/Th17 mixed cells are developed during the S. schenckii systemic mice infection, which also

leads to augmented production of IL-17 and IL-22. Also, by using antibody-mediated IL-23-



depleted mice, we further demonstrate that optimal fungal clearance, but not survival, depends

on an intact Th17 response.

Keywords: Sporothrix schenckii, sporotrichosis, Th17 cells, Th17 response, IL-23 depletion.



1. Introducao

1.1. Sporothrix schenckii e esporotricose

Soorothrix schenckii foi isolado pela primeira vez por Benjamin Schenck em 1896 nos
Estados Unidos, a partir de um paciente de 36 anos apresentando lesdes na méo e brago direitos,
tendo recebido sua denominacdo atual em 1900 por Hektoen e Perkins, ao descreverem o
segundo caso confirmado de esporotricose, também nos Estados Unidos. O primeiro caso de
infeccdo animal natural foi descrito em ratos no Brasil por Lutz e Splendore, em 1907. Durante
muitos anos, este fungo foi erroneamente classificado na divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, e familia Moniliaceae; atualmente é
classificado na ordem Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, e familia
Ophiostomataceae (revisado por Barros et al., 2011). S schenckii € um fungo dimorfico
amplamente distribuido na natureza, podendo ser encontrado no solo associado a plantas,
madeira, dgua e matéria organica em decomposicdo. Apresenta-se, a 25°C ou em sua forma
saprofitica na natureza, sob a forma de micélio constituido de hifas com 1 a 2 um de didmetro,
septadas, hialinas, com conidios unicelulares lateralmente na hifa ou em grupos no final dos
conidiéforos. Quando se desenvolve a 37°C, in vitro ou nos tecidos do hospedeiro, cresce na
forma de levedura, em muitos casos redondas, ovais ou em forma de “charuto” com 2 a 6 pm de

diametro, e se reproduz por brotamento (Lopes-Bezerra et al., 2006).

S schenckii foi por muito tempo considerado o Unico agente etioldgico da esporotricose,
uma micose caracterizada pela evolugdo subaguda e cronica de lesdes nodulares cutaneas ou
subcuténeas, de distribuicdo universal, porém mais comum em regides de zonas tropicais e
subtropicais (Ramos-e-Silva et al., 2007). Hoje, sabe-se que este fungo faz parte de um
complexo de espécies relacionadas, incluindo Sporothrix pallida (antes denominado Sporothrix
albicans), Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Soorothrix mexicana e

S. schenckii sensu strictu. Com excec¢do de S. pallida, todas essas espécies ja foram identificadas
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como causadoras de esporotricose no homem e em outros animais. Ainda, estudos em um
modelo murino imunocompetente mostraram diferentes niveis de viruléncia entre essas especies,
com S brasliensis se mostrando a mais virulenta, seguida de S schenckii sensu strictu, S
globosa e S mexicana (L6pez-Romero et al., 2011; Romeo & Criseo, 2013). A descoberta de
que a esporotricose € causada ndo por uma, mas por um complexo de espécies, as quais
apresentam diferentes niveis de viruléncia e, potencialmente, diferente composicdo antigénica,
traz uma nova perspectiva sob a qual estudos anteriores devem ser analisados. Diante da
impossibilidade de identificar, nestes estudos anteriores, quais as reais espécies envolvidas,
quaisquer mencdes feitas no decorrer deste texto levam em consideracdo a descricdo original

utilizada.

A esporotricose afeta pessoas de qualquer idade, sexo ou raca e ndo precisa de fatores
predisponentes para se desenvolver, porém é mais comum em homens adultos, devido a sua
exposicdo ocupacional e recreacional. A infec¢do é adquirida atraves da implantacéo cutanea, em
geral através de pequenos traumas com materiais contaminados com solo. Assim, fazendeiros,
jardineiros, floristas, horticultores, mineradores e outros profissionais cuja atividade exija
contato com o solo e plantas sdo 0s principais grupos de risco. Mais raramente, o fungo pode ser
inalado, aspirado ou ingerido, produzindo infeccdo sistémica em individuos suscetiveis. A
transmissdo zoondtica também € possivel e envolve, mais frequentemente, gatos, roedores e
tatus, embora diversos outros animais tenham também sido implicados na transmissdo ao
homem, como aves, cachorros, esquilos, cavalos e até mesmo peixes (Kauffman, 1999; Morris-
Jones, 2002; Ramos-e-Silva et al., 2007). Mais frequentemente a esporotricose se apresenta na
forma linfocutanea, comecando como uma leséo nodular ou ulcerada no local de inoculagédo do
fungo e entdo evoluindo para uma série de lesdes nodulares seguindo a trajetéria dos vasos
linfaticos regionais. A doenca pode se apresentar ainda nas formas cuténea fixa, limitada ao local
de inoculacdo do fungo, e disseminada, desenvolvida principalmente por pacientes

imunocomprometidos. Formas extracutaneas também podem se desenvolver, mais comumente
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com comprometimento pulmonar e osteoarticular, embora hajam relatos de disseminagao

hematogénica severa com o comprometimento de multiplos érgdos (Lopes-Bezerra et al., 2006).

A correta estimativa do nimero de casos de esporotricose é dificil, haja visto ndo se tratar
de uma doenca de notificagdo compulsdria, cujos casos de que se tem conhecimento sdo aqueles
notificados espontaneamente na literatura. No entanto, em julho de 2013 a Secretaria Estadual de
Saude do Rio de Janeiro incluiu a esporotricose na lista de doencas de notificagdo compulsoria
dentro do estado (publicado no Diario oficial da Unido em 16 de julho de 2013). A discrepancia
entre 0 numero real de casos e aqueles de que se tem conhecimento fica evidente ao se
considerar o trabalho de Sivagnanam et al. (2012). Os autores relatam que nenhum caso de
esporotricose na regido de “New South Wales” na Australia foi publicado nas ultimas décadas,
mas foram capazes de identificar 31 casos (29 destes confirmados por exames laboratoriais)
através de pesquisa na bases de dados de laboratorios e relatos de médicos e microbiologistas da
regido. Em varios paises, a esporotricose é considerada uma infeccdo oportunista emergente
(Freitas et al., 2014; Rodrigues et al., 2013). Especificamente no Brasil, as Gltimas duas décadas
foram marcadas por um grande aumento no namero de casos felinos e caninos, principalmente
nas regides sul e sudeste do pais (Madrid et al., 2012; Nobre et al., 2001; Schubach et al., 2004;
2006; Pereira et al., 2014). Dados compilados de 1998 a 2004 mostram que, neste periodo, 759
pessoas foram diagnosticadas com esporotricose no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro
Chagas apenas. Destes, 83,4% reportaram contato com gatos portando esporotricose, e 55,8%
dos mesmos também reportaram mordidas e arranhdes de gatos (Schuback et al., 2008). Embora
menos comum nos Estado Unidos, a transmissdo felina também ja foi reportada nesse pais (Rees

& Swartzberg, 2011).

Conforme citado, as formas mais graves da esporotricose tém sido associadas a pacientes
imunocomprometidos, como aqueles infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

(Gori et al., 1997; Al-Tawfig & Wool, 1998; de Araljo et al., 2001). Foram reportados dois

13



casos de pacientes com HIV que desenvolveram meningite por S. schenckii associada a sindrome
inflamatoria da reconstituicdo imune (Galhardo et al., 2010). Mahajan et al. (2010) reportaram
trés casos mais raros de esporotricose envolvendo (1) o desenvolvimento da doenca sobre um
carcinoma de células basais nddulo-ulcerativo; (2) esporotricose cutaneo-sistémica disseminada,
osteoarticular e possivelmente pleural; e (3) maltiplas lesdes nodulares e pruriticas ao redor do
tornozelo de uma paciente. Recentemente, Aung et al. (2013) reportaram dois casos de
esporotricose pulmonar em pacientes idosos de 60 e 64 anos, ambos fumantes, com enfisema
associado e apresentando, em momentos distintos, co-infeccdo bacteriana. Um destes pacientes
veio a oObito por complicacdes de falha respiratoria. Estes mesmos autores fizeram uma revisao
da literatura, abordando 64 casos de esporotricose pulmonar primaria e 22 casos de doenca
multifocal afetando os pulmdes, a maioria (76 casos do total) dos Estados Unidos. Das 19 mortes
reportadas, 14 foram devidas diretamente a complicacGes da infeccdo por S schenckii, uma alta
taxa de mortalidade que pode ser atribuida ao estado imunossuprimido de varios destes

pacientes, a demora no diagnostico e a ineficacia do tratamento medicamentoso.

1.2. Composicéao da parede celular e fatores de viruléncia

A forma leveduriforme de S. schenckii possui uma fina camada de compostos peptidico-
polissacaridicos na superficie celular. Esta camada pode ser parcialmente liberada no meio de
cultura por atrito, compreendendo uma série de produtos conjuntamente chamados de
exoantigenos, presentes tanto na fase miceliar quanto na leveduriforme, os quais podem levar a
formacdo de resposta imune celular e induzir a producédo de anticorpos (Carlos et al., 2009;
Castillo et al., 1990). A fracdo glicoprotéica isolada da parede celular de S schenckii é
denominada peptideo-ramnomanana. Esta, quando isolada da forma leveduriforme do fungo,
contém 33,5% de ramnose, 57% de manose e 14,2% de proteina (Shimonaka et al., 1975). Um
dos mais bem definidos determinantes antigénicos de S. schenckii € uma glicoproteina de 70 kDa

(gp70), encontrada na parede celular tanto da fase miceliar como da leveduriforme do fungo,
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contra a qual foi produzido um anticorpo monoclonal capaz de gerar protecdo in Vvivo,
demonstrada através da imunizacdo passiva com o0 mesmo em camundongos. Existem ainda
fortes evidéncias suportando o papel desta glicoproteina como uma adesina, responsavel pela
interacdo de S. schenckii com a matriz extracelular através da ligacdo a fibronectina (Alba-Fierro

et al., 2014; Lopes-Bezerra, 2011).

Os mecanismos de viruléncia do fungo sdo pouco conhecidos, mas sugere-se que a
termotolerancia, as enzimas extracelulares e polissacarideos estejam envolvidos. Algumas
enzimas extracelulares, como as fosfatases acidas, parecem desempenhar papel importante na
interacdo das células leveduriformes de S. schenckii com os macréfagos (Hogan et al., 1996;
Nascimento & Almeida, 2005). Sugere-se também que a viruléncia dos conidios do fungo esta
relacionada a composicdo de carboidratos da parede celular: conidios cultivados por menos
tempo possuem maior proporcdo de ramnomanana em relacdo a manose em sua superficie e se
mostraram mais virulentos (Fernandes et al., 2000). Outro componente isolado da membrana das
formas leveduriformes de S schenckii e possivelmente envolvido com sua viruléncia é o
ergosterol, o qual pode funcionar com um mecanismo de evasdo das espécies reativas de
oxigénio durante a fagocitose através da formacdo ergosterol peréxido (Sgarbi et al., 1997).
Ainda, tanto a galactomanana gquanto a ramnomanana purificadas da superficie celular de S
schenckii sdo capazes de inibir a fagocitose das células leveduriformes por macréfagos
peritoneais in vitro (Lopes-Bezerra et al., 2006), demonstrando a participacdo destes
componentes no reconhecimento do fungo por estas células. Muito pouco é conhecido sobre as
interacbes moleculares de S schenckii com a superficie das células do hospedeiro, mas sabe-se
que o fungo é capaz de se prender a varias proteinas da matriz extracelular, como a fribronectina,

a laminina e o colageno do tipo Il (Figueiredo et al., 2004).

Moléculas de acido sialico também foram encontradas na superficie de S. schenckii e

podem desempenhar um papel na patogenicidade deste fungo, uma vez que a remocao
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enzimatica dos residuos de &cido sialico das formas infectantes de S schenckii as tornam mais
suscetiveis a fagocitose. Além disso, as formas saprofiticas ndo infectantes contém menos
residuos de acido sidlico em sua superficie que as formas infectantes (Alviano et al., 1999). A
producdo de melanina ou de produtos relacionados a melanina pelo fungo parece também estar
relacionada a sua viruléncia, conforme demonstrado para varios outros fungos dimérficos
patogénicos, como Paracoccidioides brasliensis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitides e Coccidioides posadasii (Taborda et al., 2008). Em linha com isso, as cepas de S
schenckii produtoras de melanina mostraram-se menos suscetiveis a acdo de intermediarios de
nitrogénio e oxigénio e a fagocitose do que as cepas ndo produtoras (Romero-Martinez et al.,
2000; Morris-Jones et al., 2003). Mais recentemente, Madrid et al. (2010) demonstraram que
isolados pigmentados de S schenckii possuem maior capacidade de invasdo tecidual,
promovendo a formacdo de granulomas multifocais, enquanto os isolados albinos induziram
resposta inflamatdria mais efetiva, ficando restringidos ao centro do granuloma. Por fim, foi
demonstrado que isolados obtidos de casos clinicos sdo mais patogénicos do que os obtidos do
meio ambiente, indicando a passagem sucessiva em animais pode aumentar a viruléncia de S.
schenckii, originando linhagens mais agressivas que podem contribuir para a supressdo da

resposta imune (Barros et al., 2003; Nobre et al., 2005).

1.3. Resposta immune contra S. schenckii

A infeccdo experimental pode ser facilmente induzida em camundongos pela injecéo
intraperitoneal ou intratesticular de células leveduriformes de S schenckii. Dentro de 10 dias
desenvolve-se peritonite ou orquite grave. A doenca pode se disseminar produzindo lesdes
destrutivas nos 0ssos e outros érgaos, levando a morte, geralmente dentro de trés a quatro
semanas (Restrepo-Gutierrez et al., 1993). Ainda, a infectividade de S schenckii pode também
estar relacionada a via de entrada e a profundidade de inocula¢do (Tachibana et al., 1998). Um

modelo de esporotricose disseminada em murinos foi desenvolvido em nosso laboratorio (Carlos
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et al., 1992), no qual a reagdo de hipersensibilidade tardia (in vivo) e o teste de transformacao
linfocitaria (in vitro) mostraram depressao da resposta imune celular e aumento da carga fangica
no figado e baco dos animais entre a 4% e a 6° semanas pos-infeccdo. Essa depressdo na
imunidade frequentemente indica um agravamento da infec¢do (Carlos et al., 1992, Carlos et al .,
1999) e pode ser devida, em parte, a geracdo anormal de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose

tumoral-a (TNF-a) pelos macrofagos (Carlos et al., 1994).

Um dos intermediarios reativos do nitrogénio (RNIs) mais estudados é o 6xido nitrico
(NO), produzido por células do sistema imune inato como as células dendriticas, células “natural
killer” (NK), mastocitos e macrofagos (Bogdan, 2001). Essa pequena e versatil molécula ¢
formada através da oxidacdo do atomo de nitrogénio da L-arginina pela enzima éxido nitrico
sintase (NOS) e, logo em seguida, se transforma em nitrito (NO,) (Myers et al., 2003). No
sistema imune o NO interfere em varios processos, como na diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose de células imunoldgicas, na producdo de citocinas e outros mediadores sollveis e na
sintese de componentes da matriz extracelular (Marshall & Stamler, 2000; Bogdan, 2001). Além
disso, seus efeitos citotoxicos sdo importantes para a defesa inata do hospedeiro contra inimeros
patdgenos, incluindo fungos, bactérias, parasitas e protozoarios (Green et al., 2000). Nesse
sentido, estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que o NO, juntamente com o
peréxido de hidrogénio (H20,), contribui para a atividade citotoxica dos macrofagos durante a
infeccdo por S. schenckii e que o componente lipidico da parede celular do fungo é capaz de
inibir a fagocitose do mesmo e induzir elevada liberagdo de NO e TNF-o em cultura de
macrofagos peritoneais (Carlos et al., 2003). A sensibilidade ao NO é inversamente proporcional
a viruléncia de S schenckii, com cepas mais virulentas sendo menos suscetiveis ao NO que as

menos virulentas (Fernandes et al., 2000).

A resposta efetiva contra organismos fungicos requer a contribuicdo coordenada da

imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata consiste de um uma série de mecanismos
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capazes de responder imediatamente a um agente invasor, ndo dependendo da expansdo clonal
de linfdcitos antigeno-especificos, e que induz a ativacdo da resposta imune adaptativa por meio
da apresentacdo de antigenos, co-estimulacdo e producdo de mediadores sollveis como as
citocinas (Green et al., 2000; Charalanpos & Roilides, 2005). O sistema imune adaptativo, sob
estimulacéo do sistema inato, desempenha um papel crucial na resposta imune, com participagdo
imprescindivel das células B e T. Estas ultimas compreendem os tipos citotoxico e “helper”, as
quais, por sua vez, podem assumir diversos fenétipos efetores ou de memoria (Noben-Trauth,
2000). As células T “helper” (Th) podem ser subdivididas em um nimero cada vez maior de
subtipos, dois dos quais, a saber as células Thl e Th2, sdo conhecidos ha bastante tempo desde
sua proposicdo por Mosmann et al. (1986). As células Thl expressam o fator de transcrigdo “T-
box expressed in T cells” (T-bet) e produzem seletivamente interferon-y (IFN-y), enquanto as
células Th2 expressam “GATA-binding protein 3” (GATA-3) e produzem IL-4, mas também IL-
5, IL-9, IL-13 e IL-25 (também conhecida como IL-17E). Sabe-se que citocinas de padrédo Thl e
Th2 sdo induzidas de modo antigeno-especifico contra os antigenos da parede celular de S
schenckii (Maia et al., 2006). Outros estudos revelaram que a resposta do hospedeiro contra a
esporotricose parece ser regida pelo perfil local de citocinas, no qual se observou a

predominancia de resposta tipo Thl (Muguruma et al.,1995).

Mais recentemente, dois outros subtipos de células Th foram descritos: células Treg, as
quais expressam o fator de transcri¢do “forkhead box P3” (Foxp3) e exercem varias funcdes
imunossupressoras, e células Thl7, assim denominadas pela producdo caracteristica de IL-17A
(IL-17). Subtipos ainda mais novos incluem Th9, Th22 e células T “helper” foliculares (Tth)
(Nakayamada et al., 2012; Zhu & Paul, 2010a). As células Th1l7 sdo caracterizadas pela
expressdo do fator de transcricdo "retinoic-related orphan receptor” yt (RORyt), uma das formas
resultantes do “splice” alternativo do gene rorc, e sdo capazes de produzir, além de IL-17,
também IL-17F, IL-22 e 1L-21, dentre outras (Huang et al., 2012). A combinacdo de TGF-B1

mais IL-6 ou IL-21 inicia a diferencia¢do das células Th17, enquanto a IL-23 age mais tarde no
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programa de diferenciacdo para estabilizar o fenotipo. Foi sugerido que o TGF-B1 age
indiretamente, em baixos niveis, através da supressdo da expressdo de T-bet e GATA-3 e,
portanto, inibindo a adocdo dos fenotipos alternativos Thl e Th2, respectivamente; em altos
niveis, TGF-B1 suprime a diferencia¢do das células Th17 pela indugdo de IL-10 e Foxp3 e pela
regulacdo negativa da expressao do receptor de IL-23 (IL-23R) (Hemdan et al., 2012; Huang et
al., 2012; Zufiga et al., 2013). As células Th17 tem um papel chave na defesa do hospedeiro
contra fungos e bactérias extracelulares, devido principalmente, mas ndo exclusivamente, as
acoes pro-inflamatodrias da IL-17, as quais incluem o recrutamento de neutrdfilos e células Thl e
a inducdo da producéo de citocinas pré-inflamatorias por células epiteliais; nem sempre, porém,
0 papel das células Thl7 contra infecgdes fungicas € protetor (Cua & Tato, 2010; Hernandez-

Santos & Gaffen, 2012; van de Veerdonk et al., 2009a).

As células dendriticas (DCs) sdo especialmente adaptadas para promover o
desenvolvimento das células Th17, especialmente em resposta a patdgenos fangicos através dos
receptores da familia das lectinas do tipo C (CLRs), cuja ativacdo favorece a producdo de
citocinas polarizantes Th17 como a IL-23 (Huang et al., 2012; McGeachy & McSorley, 2012;
Vautier et al., 2010). Em concordancia com isso, nosso grupo ja demonstrou que o
reconhecimento de antigenos de S schenckii por DCs leva ao desenvolvimento de resposta
Th1/Th17 in vitro (Verdan et al., 2012). As DCs reconhecem fungos através de “pattern
recognition receptors” (PRRS), capazes de se ligarem a “pathogen-associated molecular pattern”
(PAMPs) presentes nos microorganismos. Os PRRs mais bem descritos sdo os receptores de
manose, 0s CLRs e os receptores do tipo “toll-like” (TLRs). Entre os TLRs, principalmente
TLR2, TLR4 e TLR9 tem sido associados com a deteccdo de antigenos flngicos.
Interessantemente, TLR2, TLR4 e TLR9 funcionais podem ser detectados na superficie de
células NK, no entanto o envolvimento direto desses receptores na ativacdo dessas células por

fungos ainda ndo foi demonstrado (Schmidt et al., 2013).
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As células NK sdo um dos primeiros tipos celulares a chegarem nos sitios de inflamacéo
e sdo capazes de eliminar rapidamente células alogénicas ou tumorais sem a necessidade de
sensibilizacdo prévia e na auséncia de reconhecimento por receptores de antigeno recombinados,
como o receptor de células T (TCR) e os anticorpos. Elas se originam na medula 6ssea e migram
através da corrente sanguinea para o baco, figado, pulméo e muitos outros 6rgaos, mantendo uma
distribuicdo dindmica devido a capacidade de recircular entre os diferentes 6rgaos (Cella et al.,
2014; Shi et al., 2011). As células NK podem ser ativadas por trés mecanismos: pela ligacdo a
porcdo Fc de anticorpos IgG; pelo reconhecimento de moléculas alteradas na superficie celular;
ou por um ambiente inflamatorio rico em citocinas, como IL-12 ou IFNs do tipo | (Shi et al.,
2011). A eliminacdo das céelulas-alvo infectadas ou estressadas ocorre por varias vias efetoras,
como granulos citotoxicos contendo perforina ou granzima, Fas ligante (FasL), “TNF-related
apoptosis-inducing ligand” (TRAIL), IFN-y e TNF (Spits & Di Santo, 2011). Em camundongos,
as celulas NK expressam os marcadores de superficie CD49b (DX5) e, em algumas linhagens
(por exemplo em C57BL/6), CD161 (NK1.1); os diferentes subtipos dessas células podem ser
distinguidos, em camundongos, com base na expressdo de CD27, CD11b, CD127 e “killer cell
lectin-like receptor subfamily G member 1” (KLRG-1) (Shi et al., 2011; Spits & Di Santo,
2011). Ainda em camundongos, os diferentes subtipos compreendem as células circulantes,
esplénicas e da medula 6ssea maduras (CD11b"9"CD27'°") e imaturas (CD27""CD11b""),
células NK derivadas do timo CD127+ (a cadeia o do receptor de IL-7) e dependentes de IL-7, e

varios subtipos de células NK residentes em diferentes tecidos (Cella et al., 2014).

As células NK podem exercer atividade antifingica diretamente, através da liberacdo de
granzima e perforina, ou indiretamente, pela liberagdo de IFN-y, o qual é constitutivamente
produzido por essas células e estimula a migracdo, aderéncia, fagocitose e dano oxidativo por
neutréfilos e macréfagos e potencializa a maturacdo de DCs. As células NK também tem a
capacidade de induzir respostas de células T CD4+ diretamente através da apresentacdo de

antigeno de modo restrito ao HLA de classe Il. A maioria dos estudos mostra que células NK,
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tanto humanas como murinas, exibem atividade in vitro contra varios fungos, como Aspergillus
fumigatus, C. albicans, C. neoformans, P. braslienss e Rhizopus oryzae e estudos em
camundongos depletados de células NK revelaram um papel fundamental destas células para a
resposta do hospedeiro contra A. fumigatus, C. albicans, e Histoplasma capsulatum (Schmidt et
al., 2013). Interessantemente, os distintos estagios de fungos que desenvolvem hifas podem
apresentar diferente susceptibilidade a atividade citotoxica das células NK, conforme
demonstrado in vitro pela resisténcia de conidios de A. fumigatus a atividade citotoxica de
células NK humanas, enquanto hifas e formas germinativas sdo susceptiveis ao dano por
perforina (Schmidt et al., 2010). Dano por perforina ja foi também demonstrado por células de
camundongos contra C. neoformans, mas 0s autores usaram células mononucleares nao
aderentes do baco, purificadas por passagem em coluna de |& de nylon (em sua maioria, células T
e NK), ndo sendo possivel atribuir a liberacdo de perforina diretamente as células NK (Petkovic
& Arsenijevic, 2010). Ainda, foi demonstrado que o IFN-y produzido por células NK pode ser
diretamente responsavel pela atividade anti-fangica destas células contra A. fumigatus in vitro
(Bouzani et al., 2011). Os estudos sobre o papel das células NK em infec¢des fungicas ndo sdo
muitos e, até 0 momento, ndo existem dados sobre o papel dessas células na esporotricose ou

contra S schenckii.

1.4. Infeccdo vs apoptose

A apoptose é um processo de morte celular pelo qual a célula é eliminada, normalmente,
sem desencadear uma resposta inflamatoria, sendo caracterizada pelo arredondamento e reducao
do volume celular, condensacdo da cromatina e fragmentagdo nuclear, mas com manutencdo da
integridade da célula até os estagios finais do processo (Kroemer et al., 2009). A apoptose pode
ser classificada, de acordo com a origem dos sinais que a desencadeiam, nas vias extrinseca e
intrinseca. A primeira é um processo dependente de caspases iniciado por sinais de estresse

extracelulares, enquanto a segunda esta associada ao processo de permeabilizacdo da membrana
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externa mitocondrial (MOMP), o qual pode ser desencadeado por inimeras condi¢Ges de estresse
intracelular (Galluzzi et al., 2012). Nos macr6fagos a apoptose provavelmente evoluiu como um
mecanismo de protecdo do hospedeiro, expondo o patdgeno ao sistema imune quando este
estiver intracelularmente infectando a célula, além de evitar que este patdgeno use o macréfago
como um veiculo para evadir a resposta e se espalhar para outros 6rgaos e tecidos (Navarre &
Zycklinsky, 2000). A apoptose pode agir ainda como um mecanismo de modulacdo da producéo
de citocinas e estas, por sua vez, podem também participar da modulacdo da apoptose (Martins et

al., 2001; Vericimo et al., 2006).

Acumulam-se evidéncias sobre o papel imunossupressor e pré-apoptotico do NO sobre
diversos tipos celulares (Blaylock et al., 1998; Laubach et al., 1995; Zumsteg et al., 2000). Esta
molécula possui a capacidade de induzir a queda da responsividade das células T frente a
estimulacdo por mitdgenos (van der Veen, 2001), um efeito que tem sido relacionado a apoptose
destas células, inclusive durante a infec¢do por S. schenckii (Fernandes et al., 2007; Wu-Hsieh et
al., 1998). Usando outro modelo murino de esporotricose, Fernandes et al. (2007) demonstraram
gue a imunossupressao observada esta intimamente relacionada tanto com a inducéo de apoptose
nos macrofagos peritoneais quanto com a perda da responsividade dos linfécitos a estimulacéo
por concanavalina A (Con A), uma ocorréncia comum em diferentes tipos de infeccdo (Navarre
& Zycklinsky, 2000). Tais achados corroboram estudos prévios do nosso grupo mostrando uma
depressdo caracteristica da resposta imune durante a fase aguda da infeccdo em modelo murino
de esporotricose sistémica (Carlos et al., 1992; 1994; 1999). Sabe-se também que S schenckii é
capaz de produzir e secretar uma série de proteases (Tsuboi et al., 1987; 1988), um tipo
enzimatico ja implicado na inducdo de apoptose em macréfagos peritoneais murinos por C.
albicans CR1 (Gasparoto et al., 2004; Panagio et al., 2002). Além disso, uma variedade de
produtos fangicos ja foram reconhecidos como indutores de apoptose em células tumorais
(Buommino et al., 2004; Kim et al., 2004), células T e células mononucleares do sangue

periférico humanas (Pericolini et al., 2006), além de células mononucleares do baco de ratos
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(Chiapello et al., 2004) e macrofagos J774 (lIbata-Ombetta et al., 2003). Ainda, existem
evidéncias de que a apoptose desencadeada durante o processo infeccioso, resultando no
reconhecimento simultaneo de PAMPs e produtos de células apoptéticas, pode induzir a geracdo

de células Th17 (Bereton & Blander, 2010), cujo papel na esporotricose é desconhecido.

1.5. Justificativa

Foi demonstrado que a manana de C. albicans, através da ativacdo do receptor de manose
de macrofagos (MMR) e dependente de células apresentadoras de antigeno, foi capaz de induzir
a producdo de IL-17 na auséncia de estimulos mitogénicos (van de Veerdonk et al., 2009b). Em
linha com isso, sabe-se que a parede celular de S. schenckii é largamente composta de mananas,
como as ramnomanas e galactomananas, suscitando a possibilidade do envolvimento da resposta
Th17 na esporotricose (Shimonaka et al., 1975). Além disso, grande parte da nossa compreensao
atual da relacdo dos fungos com a resposta Th17 vem dos estudos de uma pequena amostra de
patdgenos, especialmente de C. albicans. Especificamente em relagdo aos mecanismos e a
importancia relativa da resposta Thl7, esta amostra € ainda menor, forcando generalizacdes
perigosas. Ademais, as células Thl7 e as citocinas relacionadas a elas tém sido implicadas em
numerosas doencas auto-imunes e inflamatorias (Singh et al., 2014; Zambrano-Zaragoza €t al.,
2014), fazendo surgir interesse em novas estratégias terapéuticas especificamente direcionadas
contras a resposta Th17, indo desde o bloqueio da diferenciacdo e expansao das células Th1l7 até
a neutralizagdo especifica de suas citocinas efetoras (Gaffen et al., 2014; Maddur et al., 2012;
Miossec & Kolls, 2012; Toussirot, 2012). No entanto, apesar dos resultados promissores para
algumas doengas, um problema comum a essas terapias diz respeito a susceptibilidade
aumentada a infecgdes oportunistas, comumente por patdgenos fungicos. Deste modo,
compreender mais a fundo como a resposta Th17 molda a evolucdo de infecgdes fungicas
oportunistas, como a esporotricose, tem importantes aplica¢fes clinicas. Usando um modelo

murino de infeccdo sistémica, este €, até onde sabemos, o primeiro estudo a avaliar o
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desenvolvimento e a importancia relativa da resposta Th17 contra S schenckii, fornecendo dados
valiosos sobre os mecanismos imunes desencadeados pela esporotricose e abrindo caminho para

futuras terapias preventivas e curativas.
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2. Objetivos

Objetivo geral:

Avaliar a participacdo da resposta Thl7 na infeccdo por S schenckii e qual o grau de

importancia desta para a capacidade do animal eliminar a infec¢éo.

Obijetivos especificos:

= Auvaliar a cinética de eliminacdo do fungo durante a infeccdo sistémica por S. schenckii, a
fim de definir pontos de acompanhamento adequados para a realizacdo dos demais
experimentos.

= Auvaliar o desenvolvimento de células Thl e Thl7 e a producdo das citocinas-padrédo
dessas duas linhagens ao longo da infeccéo.

= Desenvolver um modelo de bloqueio da resposta Th17 através da deplecdo de IL-23 pelo
tratamento dos animais com anticorpo especifico.

= Auvaliar a importancia da resposta Th17 para a capacidade do hospedeiro eliminar o fungo
e sobreviver a infec¢éo.

= Avaliar as alteragdes resultantes do referido tratamento como meio de entender 0s
mecanismos responsaveis pela eficiente eliminacdo do fungo em animais com resposta

Th17 ndo comprometida.
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3. Materiais e métodos

3.1. Microorganismo e condigdes de cultivo

Foi utilizada a cepa de Sporothrix schenckii ATCC 16345, gentilmente cedida pela
Fundacdo Oswaldo cruz e originalmente obtida de um caso humano de infec¢do pulmonar difusa
(Baltimore, MD). O fungo foi mantido em sua forma miceliar a 25°C em meio de cultura sélido

Itm

Mycosel™ (BD Biosciences). A infec¢do dos animais foi realizada com a forma leveduriforme de
S. schenckii, obtida pela transferéncia de uma parte da massa de crescimento fungico em forma
miceliar para meio caldo BHI (Difco), da qual, ap6s 7 dias de cultivo a 37°C sob agitacéo
constante de 150 rpm, uma aliquota contendo 2 x 10’ leveduras foi transferida para um novo
caldo BHI e cultivada por mais 5 dias nas mesmas condi¢fes. Este procedimento garante que a

cultura usada para as infeccOes esteja em fase logaritmica de crescimento e com uma taxa de

conversao hifa-levedura de virtualmente 100%.

3.2. Preparacdo da levedura termo-inativada de S. schenckii

Como estimulo antigeno-especifico para a reestimulacdo ex vivo das células do bago
foram usadas leveduras termo-inativadas de S. schenckii, preparadas a partir de uma aliquota
obtida da mesma cultura usada para a infeccdo dos animais em cada experimento respectivo,
apos 5 dias de cultivo do fungo em caldo BHI, conforme descrito no item 3.1. As leveduras
foram separadas do sobrenadante por centrifugacdo a 200 xg em temperatura ambiente e em
seguida lavadas duas vezes com 8mL de PBS, pH 7,4 estéril (daqui em diante referido apenas
como PBS), ap6s o que foram ressuspendidas, contadas em camara de Neubauer e ajustadas a
concentracdo de 2,5 x 10® leveduras/mL em PBS. Em seguida, 3 a 4 aliquotas de 1,5mL dessa
suspensdo foram transferidas para tubos cdnicos estéreis de 15mL, incubadas em banho-maria a
60°C por 60min, com uma agitacdo intermediaria apds 30min, e entdo estocadas a 2-8°C até o

momento do uso. Como controle de esterilidade, uma aliquota de 100uL de cada tubo foi
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plagueada em meio sélido Mycosel™ e checada para verificacdo de crescimento fungico antes do
uso da suspensdo. A concentracdo de uso foi obtida pela diluicdo 1/10 do estoque em meio
RPMI-1640 completo (assim definido o meio RPMI-1640 basico contendo 20uM de 2pB-

mercaptoetanol, 100 U/ml de penicilina e estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 5% de soro

fetal bovino).

3.3. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c SPF (“specific pathogen free”), machos, de 5a 7
semanas quando da primeira inoculacdo, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio (CEMIB), UNICAMP. Estes animais
foram mantidos em mini-isoladores, em condi¢cdes ambientais estaveis (23°C e 56% de umidade
relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 horas. Agua e racdo (Purina) foram oferecidas ad
libitum. Em cada experimento independente, foram usados animais pareados por idade em todos

0S grupos.

3.4. Infeccdo experimental e tratamento dos animais

Para os experimentos de cinética os animais foram inoculados com 200 pL de uma
suspensdo contendo 10° leveduras de S schenckii em PBS ou com igual volume de PBS apenas,
por via intraperitoneal (i.p.). Alternativamente, para os experimentos de deplecdo de IL-23
(detalhados adiante), os animais foram inoculados com 200 pL de PBS (“controle”) ou com uma
suspensdo contendo 10° leveduras de S schenckii em PBS e adicionada de 10ug de anticorpo
anti-1L-23p19 (“anti-1L-237), de seu isotipo controle (“iso”) ou sem nenhuma adicdo (“PBS”).
Ainda nos experimentos de deplecdo, os animais de cada grupo foram tratados em dias
alternados até dois dias antes do eutanazia dos mesmos no dia 10 ou, em um experimento
paralelo de sobrevivéncia, no dia 28 pos-inoculagdo com 200uL de uma solucdo do anticorpo

anti-1IL-23 (grupo “anti-1L-23”), de seu isotipo controle (grupo “iso”) ou com PBS apenas
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(grupos “controle” e “PBS”), também por via i.p. O protocolo experimental foi submetido a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP (CEUA/FCF/CAr n° 16/2014) e foi realizado de acordo com as normas do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.5. Determinagéo das unidades formadoras de colonia

A avaliacdo da carga fangica sistémica para acompanhamento das infeccdes foi feita
atraves da determinacdo das unidades formadoras de colonia (UFC) no bago dos animais apos a
remocdo do mesmo conforme descrito no item 3.7. Uma aliquota do macerado do bago em PBS,
retirada antes do tratamento de lise das hemacias, foi inoculada em placas de meio solido
Mycosel™ em diluicdo pré-determinada para permitir a contagem adequada das coldnias. As

UFC foram contadas ap0ds 3 e confirmadas apos 6 dias de incubacdo a temperatura ambiente.

3.6. Deplecédo de IL-23 mediada por anticorpo

A fim de avaliar o papel da resposta Th1l7 na resposta do hospedeiro contra o fungo S
schenckii, um grupo de animais infectados com o mesmo foi tratado, conforme cronograma
detalhado no item 3.4, por via i.p. com 200 uL de uma solugdo contendo 10ug do anticorpo
monoclonal neutralizante anti-1L-23p19 IgGlk (clone G23-8, eBiosciences). A eficacia do
tratamento foi verificada através da dosagem da liberacdo ex vivo de IL-17 e IL-22 nos
sobrenadantes de cultura de 24 horas de células totais do baco desafiadas com a levedura termo-

inativada de S. schenckii.

3.7. Obtencéo das células totais do bago

O baco foi assepticamente removido em cdmara de fluxo laminar e passado através de
uma malha de nylon com poros de 100pm em 2mL de PBS usando o émbolo de uma seringa. A

suspensdo resultante foi adicionada de 6mL de solucdo de cloreto de amdnio 0,17M e incubada
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por 5min no gelo para lise das hemécias. As células do bago foram entdo separadas do
sobrenadante por centrifugacdo a 300 xg por 5min a 4°C, lavadas uma Unica vez com 3mL de
RPMI completo e ressuspendidas em 1mL do mesmo meio. A concentracdo das células foi
determinada por contagem em camara de Neubauer pela técnica de exclusdo com azul de Trypan

e ajustada para 5 x 10° células/mL em RPMI completo.

3.8. Determinacéo da liberagdo ex vivo de citocinas

As celulas totais do baco, obtidas conforme descrito acima, foram cultivadas em placas
de cultura de tecidos de 48 pocos de fundo chato, na presenca da levedura termo-inativada de S.
schenckii, na proporcdo de 5 leveduras para cada célula, numa concentracdo final de,
respectivamente, 1,25 x 10" e 2,5 x 10° por mL. Concanavalina A (0,25ug/mL de concentragdo
final em RPMI) ou somente RPMI foram usados como controles positivo e negativo,
respectivamente. Apos 24 horas de cultivo em estufa com 5% de CO, a 37°C, a concentragdo das
citocinas 1L-17, IL-22, IL21 e IFN-y acumuladas no sobrenadante foi determinada por ELISA
(eBioscience) de acordo com as instrucbes do fabricante. As condi¢Ges da cultura foram
replicadas em placas de 96 pocos, em duplicata, para controle da viabilidade das células do bago
através do ensaio de MTT. De forma breve, apds 24 horas de cultivo, cada poco foi acrescido de
20uL de uma solugdo de MTT a 10mg/mL em meio RPMI basico. As placas foram entéo
incubadas por mais 3 horas nas mesmas condicdes anteriores e, apos remoc¢do do sobrenadante,
acrescidas de isopropanol absoluto e lidas em espectrofotometro UV/visivel para microplacas

(Multiskan Ascent, Labsystems) em 540/620 nm.

3.9. Citometria de fluxo

Os seguintes anticorpos monoclonais anti-camundongo foram usados: anti-CD16/CD32
purificado (clone 93), anti-CD3 FITC (clone 17A2), anti-CD4 APC (clone RM4-5), anti-RORyt

PE (clone B2D), anti-T-bet PerCP-cy5.5 (clone eBio4B10) e anti-CD49b APC (clone DX5);
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todos obtidos da eBioscience. Em todas as marcagdes foram usadas células totais do baco ndo
estimuladas assim que obtidas do animal, avaliadas quanto a presenca de células Thl (células Th
T-bet simples-positivas), Th17 (células Th RORyt simples-positivas), Th1/Thl7 (células Th T-
bet+RORyT+) e natural Killer (NK; células CD3-CD49b+). As células foram marcadas
extracelularmente, depois fixadas e permeabilizadas com o0 “intracellular fixation &
permeabilization buffer set” (eBioscience) e entdo marcadas intracelularmente para os fatores de
transcricdo T-bet e RORyt. Alternativamente, as células foram marcadas extracelularmente com
anti-CD3 FITC mais anti-CD49b APC apenas. O controle da marcacéo inespecifica foi feito por
amostras marcadas com anti-CD3 FITC mais anti-CD4 APC e incubadas com o0s isotipos
controle PE e PerCP-cy5.5 apropriados (Thl/Thl7) ou pela incubacdo prévia de todas as
amostras com anti CD16/CD32 purificado seguida do uso de amostras incubadas apenas com 0s
isotipos controle FITC e APC apropriados (NK). As amostras foram adquiridas no citdmetro de
fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) e analisadas usando o software proprietario do
equipamento. O limiar de aquisicdo das amostras foi ajustado para 800.000 no parametro FSC-H
(“forward scatter — height) para exclusdo do debri celular e pelo menos 60.000 eventos foram
efetivamente incluidos em cada analise. A determinacéo do percentual de células positivas para cada
marcacdo foi feita pela subtracdo das leituras dos isotipos controle daquela dos anticorpos de
interesse. O correto posicionamento dos “gates” foi verificado pelo uso de amostras FMO

(“fluorescence minus one”).

3.10. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa GraphPad Prism versdo
6.01, aplicando-se andlise de variancia (ANOVA) de 1 ou 2 vias, com teste para comparagdes
multiplas de Tukey ou Sidak, respectivamente, conforme indicado. O intervalo de confianga foi

definido em 95%. Foram usados grupos de 3, 4 ou 10 animais, conforme indicado em cada caso.
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4. Resultados

4.1. Cinética da infeccéo

Nosso primeiro passo foi determinar a progressdao da infeccdo sistémica a fim de
estabelecer os pontos mais adequados para conduzir os demais experimentos. A carga fungica,

medida pela contagem de UFC do fungo em placas de meio sélido Mycosel™

, atingiu um pico
no dia 6 pos-infeccdo, apds o qual comegou a diminuir até que todos os animais tivessem
eliminado a infeccdo no dia 28 pos-infeccdo (Figura 1), embora um experimento de
sobrevivéncia posterior tenha mostrado que alguns animais podem levar mais de 28 dias para
eliminar a infeccdo (ver item 4.3, Figura 5E). Para os experimentos subsequentes, decidimos
eutanaziar os animais nos dias 5, 10 e 15 pos-infeccdo (linhas pontilhadas na Figura 1) para os
parametros selecionados da resposta imune, respectivamente, no pico de suscetibilidade dos
animais, durante a eliminacéo ativa do fungo e na fase de resolucdo da infeccdo. Tendo em vista
que as contagens de UFC observadas no dia 6 poderiam representar uma carga fangica ja em
reducdo e, portanto, uma resposta imune efetiva ja iniciada em alguns animais, ndés optamos por
usar o dia 5 pés-infeccdo como indicativo do pico do periodo de suscetibilidade. Por motivos
similares, o dia 15 foi escolhido, ao invés dos dias 18 ou 21 pds-infeccdo, para evitar
discrepancias resultantes do pareamento de animais ainda combatendo a infec¢do com outros que
poderiam ja té-la eliminado por completo. Em relacdo a isso, dados compilados de nossos
experimentos mostraram que no dia 5 é mais provavel que os camundongos tenham uma maior
carga fungica no baco do que no dia 6 pds-infeccdo, embora a diferenga ndo seja significativa

(dados ndo mostrados).
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Figura 1. Cinética da infeccéo sistémica. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 10° leveduras de S
schenckii. Nos dias indicados, os camundongos foram eutanaziados e os bacos removidos para avaliacdo da carga
fungica sistémica. Contagens iguais a zero estdo apresentadas como 1 (um) para que possam ser mostradas em
escala logaritmica e, como resultado, aparecem na base do eixo “y”, sobre a linha do eixo “x”. As linhas pontilhadas
representam os pontos escolhidos para a conducdo dos demais experimentos. Os resultados sdo apresentados como

as medidas individuais de 4 experimentos independentes.

4.2. Fenotipagem das células Th1/Th17 e dosagem da liberacdo ex vivo de citocinas

Como meio de entender o papel desempenhado pelas respostas Thl e Thl7 e como elas
sdo equilibradas durante a infeccdo sistémica por S schenckii, nds determinamos a frequéncia
desses dois subtipos no baco dos camundongos por citometria de fluxo, com base na expressdo
de seus fatores de transcricdo determinantes de linhagem, “T-box expressed in T cells” (T-bet) e
“retinoic acid receptor-related transcription factor” yt (RORyt), respectivamente. Foi encontrado
um claro viés de desenvolvimento de células Th1l7 ao invés de Thl em camundongos infectados,
predominantemente na forma de células Th RORyt simples-positivas, mas também de células Th
T-bet+RORyt+ (Figuras 2E e 2F). Por outro lado, células T-bet simples-positivas foram
encontradas em frequéncia muito baixa entre as células Th tanto em camundongos controle como
em infectados (Figura 2D). A fim de determinar qual impacto as altera¢des na freqiiéncia destes

dois subtipos teriam sobre a produgdo de citocinas, nés dosamos a liberacdo ex vivo das
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principais citocinas efetoras de ambas as linhagens, IFN-y para as células Thl, e IL-17, IL-21 e
IL-22 para as células Th17, a partir de sobrenadante de cultura de 24 horas de células totais do
baco desafiadas com a levedura termo-inativada de S. schenckii. Observou-se que IL-17 e 1L-22,
mas ndo IL-21, estavam significativamente aumentadas no dia 10 p6s-infeccdo (Figura 3). Na
verdade, ndo foram encontradas quantidades detectaveis de IL-21 nem em camundongos
controle nem em infectados durante todo o periodo avaliado, o que pode ter sido resultado de
uma combinacdo da falta de sensibilidade do ensaio com as condi¢des ou o tempo de cultivo
inadequados. No entanto, contrario ao esperado dada a escassez de células T-bet simples-
positivas e apenas um nimero moderado de células T-bet+RORyt+, a quantidade de IFN-y
liberada estava surpreendentemente alta no dia 10 pds-infeccdo. Conforme discutido adiante, isto
€ mais provavelmente explicado pela presenca de outras células produtoras de IFN-y em nosso
sistema, especialmente células NK CD3-CD49b+. Coletivamente, nossos resultados mostram
que, como resultado da infec¢do por S. schenckii, desenvolve-se claramente uma resposta Thl7,
embora ainda ndo esteja claro se as células Th17 sdo de fato a principal fonte de IL-17 e IL-22
em nosso sistema. Ainda, nossos achados levantam a questdo acerca da necessidade da resposta
Th17 para a capacidade do hospedeiro eliminar efetivamente o fungo e resolver em definitivo a

infeccdo por S schenckii. NO6s buscamos esclarecer isso com a proxima série de experimentos.
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Figura 2. Cinética do surgimento de células Th expressando T-bet e RORyt no bago. Os camundongos foram
inoculados pela via i.p. com 10° leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril
(controle). Nos dias indicados, os camundongos foram eutanaziados para a remocao do bago e as células do bago
foram marcadas conforme mostrado. A-C: “density plots” e estratégia de “gating” representativos da determinacéo
de células Th T-bet+, RORyt+ ou T-bet+RORyt+. D-F: percentual das subpopulagdes indicadas dentro da populagéo
principal do bago. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste de comparagdes
multiplas de Sidak e intervalo de confianca em 95%. * (p < 0,05) e **** (p < 0,0001), quando comparado com o
grupo controle em cada ponto respectivo. Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de 3

animais.
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Figura 3. Cinética da liberacéo ex vivo de citocinas efetoras Thl e Th17. Os camundongos foram inoculados
pela via i.p. com 10° leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (controle). Nos dias
indicados, os camundongos foram eutanaziados para a remocdo do baco e as células do baco resultantes foram
cultivadas por 24 horas na presen¢a da levedura termo-inativada de S schenckii. A-C: liberacdo ex-vivo das
citocinas indicadas. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste de comparacdes
multiplas de Sidak e intervalo de confianca em 95%. *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001), quando comparado com 0
grupo controle em cada ponto respectivo. Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de 3

animais.

4.3. Cinética da ocorréncia de apoptose nas células do bago

Diante da conhecida relacdo entre a apoptose induzida por microorganismos e sua
implicacdo na imunossupressdo durante a fase aguda da infeccdo em modelos murinos de
esporotricose (Fernandes et al., 2007), associada a evidéncia de que a apoptose possa, hum
cenario de infec¢do, induzir o desenvolvimento de células Thl7 (Brereton & Blander, 2011),
decidimos determinar sua ocorréncia em nosso modelo. A apoptose das células totais do baco,
medida pelo ensaio de ligacdo a Anexina V, estava significativamente aumentada nos dias 10 e

15 poés-infecgdo, em linha com a frequéncia aumentada de células Th17, mas sem correlagdo
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aparente com um estado de depressdo da resposta imune observado em estudos anteriores.
Diferengas na cepa do micro-organismo e linhagem dos animais, além do desenho experimental,
podem ser responsaveis por essas diferencas. Seja como for, é preciso caracterizar melhor a
apoptose nesse modelo e definir por qual via ela ocorre. A partir disso, mais testes serdo
necessarios para estabelecer a relacdo de causa e efeito entre a apoptose e o desenvolvimento da

resposta Th17 em nosso modelo.
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Figura 4. Cinética da ocorréncia de apoptose nas células do baco. Os camundongos foram inoculados pela via
i.p. com 10° leveduras de S schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (controle). Nos dias
indicados, os camundongos foram eutanaziados para a remo¢do do baco e as células do bago resultantes foram
marcadas com Anexina V e iodeto de propidio (PI). As células apoptdticas foram definidas como aquelas Anexina
V+Pl-. A e B: “density plot” e estratégia de “gating” representativa da marcacdo. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste de comparagdes maltiplas de Sidak e intervalo de confianca em
95%. ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001), quando comparado com o grupo controle em cada ponto respectivo. Os
resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de 3 animais.
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4.4. Deplecdo de 1L-23 mediada por anticorpo e avaliacdo de sobrevivéncia

Tendo a IL-23 papéis bem definidos como indutora da produgdo de citocinas Th17 tanto
em células linfoides inatas como em adaptativas, incluindo as proprias células Th17, assim como
seu papel critico no desenvolvimento e expansdo de células Th17 (Guo et al., 2012; Tan et al.,
2009), esperava-se que sua deplecdo viesse a diminuir significativamente a producdo das
citocinas efetoras Th17 mais importantes. Para isso, 0s camundongos foram tratados por via i.p.
com 10pg de um anticorpo monoclonal neutralizante anti-1L-23p19, seu isotipo controle ou
somente com PBS em dias alternados, a partir do dia da infeccdo até 2 dias antes do eutanazia
dos animais no dia 10 e, num experimento de sobrevivéncia paralelo, no dia 28 pos-infeccdo. A
efetividade do tratamento foi avaliada no dia 10 pos-infeccédo atraves da dosagem da liberacdo ex
vivo de IL-17 e IL-22 em sobrenadante de cultura de 24 horas de células totais do baco
desafiadas com a levedura termo-inativada de S. schenckii (Figuras 5A e 5B). O tratamento com
0 anticorpo anti-1L-23 provocou uma marcada, embora incompleta, reducdo na producdo de
ambas as citocinas e isto mostrou-se diretamente correlacionado com a piora da capacidade de
controle da infeccdo, uma vez que a carga fungica no baco dos animais tratados com anti-1L-23
foi cerca de 5x maior do que aquela encontrada em animais tratados com o isotipo controle no
dia 10 pos-infeccdo (Figura 5D). No entanto, tanto os animais tratados com anti-1L-23 como
aqueles tratados com o isotipo controle foram igualmente capazes de sobreviver a infeccéo.
Ainda, quando os animais foram eutanaziados no dia 28 pés-infeccdo, ndo foram encontradas
diferencas na carga flngica remanescente entre esses 2 grupos, sendo que exatamente 6 dos 10
animais em ambos os grupos ainda tinham UFC detectavel (Figura 5E). Nossos resultados
indicam, portanto, que a resposta Th17 é necessaria para a 6tima eliminacdo do fungo durante os
estagios iniciais da infeccdo, mas ndo para a sobrevivéncia nem para a capacidade dos animais
resolverem definitivamente a mesma. Além disso, é notavel que niveis aumentados de IL-17 e
IL-22 foram encontrados apenas no dia 10, mas ndo no dia 15 pds-infeccdo, apesar da frequéncia

ainda aumentada de células Thl7 (Figuras 2E, 3A e 3B), sugerindo que a resposta Thl7 €
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naturalmente suprimida neste estagio e, portanto, ndo essencial para a resolucdo final da

infeccdo.

Adicionalmente, se células Th17 “patogénicas” altamente inflamatorias fossem uma fonte
importante de IFN-y em nossos experimentos prévios, seria esperado que a liberacdo desta
citocina a partir de células do baco de animais depletados de IL-23 estivesse significativamente
diminuida, uma vez que esta é indispensavel para a geracdo de células Thl7 T-bet+ produtoras
de IFN-y (Gaffen et al., 2014; Hemdan et al., 2012; Zufiiga et al., 2013). Os resultados obtidos
foram, em certa medida, confusos, uma vez que a liberagdo de IFN-y por células do baco de
camundongos depletados de IL-23 estava, de fato, reduzida se comparada aquela dos animais
tratados com o isotipo controle, mas apenas levemente menor (sem significancia estatistica) que
aquela dos animais infectados tratados com PBS (Figura 5C). Considerando a liberacdo
aumentada de IFN-y por células do baco de animais tratados com o isotipo controle, a diferenca
observada entre animais tratados com o isotipo ou com o anticorpo anti-1L-23 parece ser devida
mais aos efeitos inesperados do primeiro do que aos efeitos do ultimo. Por fim, como antes,

também ndo encontramos niveis detectaveis de IL-21 neste sistema.
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Figura 5. Carga fungica sistémica e liberacdo ex vivo de citocinas seguinte a deplecdo de IL-23. os
camundongos foram inoculados pela via i.p. com PBS estéril (controle) ou com 10° leveduras de S. schenckii em
PBS adicionado de 10ug de um anticorpo monoclonal neutralizante anti-1L-23p19 (anti-IL-23), seu isotipo controle
(iso) ou sem adicdo nenhuma (PBS), e entdo tratados conforme indicado. No dia 10 pds-inoculagdo, os
camundongos foram eutanaziados e os bacos removidos para determinacdo da carga flngica sistémica.
Adicionalmente, as células foram cultivadas por 24 horas na presenca da levedura termo-inativada de S. schenckii e
as citocinas acumuladas no sobrenadante foram dosadas por ELISA. A-C: liberacdo ex-vivo das citocinas indicadas.
D: carga fungica no baco dos camundongos no dia 10 pds-infeccdo; contagens de UFC iguais a zero ndo aparecem
no grafico devido ao uso de escala logaritmica. E: carga fngica no baco dos camundongos sobreviventes no dia 28
pos-infeccdo; contagens de UFC iguais a zero estdo representadas como 1 (um). A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 1 via usando o teste de comparag¢@es multiplas de Tukey, exceto para a Figura E, onde
a significancia estatistica foi determinada pelo teste T com correcdo para comparagdes multiplas pelo método de
Holm-Sidak. Em ambos os casos o intervalo de confianca foi definido em 95%. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p <
0,001), **** (p < 0,0001) e “ns” (ndo-significativo), quando comparado com o grupo controle em cada ponto
respectivo ou conforme indicado. Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padréo de 3 animais (A-D)

ou como as medidas individuais de 10 camundongos, com linha na mediana (E).

4.5. Mudanca na freqliéncia de células Thl, Thl7 e NK no baco seguinte a deplecédo de I1L-23.

A fim de esclarecer os mecanismos responsaveis pela resposta prejudicada contra S
schenckii observada em camundongos tratados com anti-I1L-23, avaliou-se a freqliéncia de alguns
subtipos de células imunes no baco desses animais. Dada a resposta Thl7 prejudicada e
mudancas no perfil de citocinas, nds pensamos inicialmente na possibilidade de que o

desenvolvimento de células Thl pudesse ser favorecido nos animais tratados com anti-1L-23. No
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entanto, ndo encontramos nenhuma diferenca na freqliéncia de células Th T-bet simples-
positivas entre os diferentes grupos de tratamento. Ao inveés disso, a frequéncia de células Th T-
bet+RORyt+ e, em certa medida, de RORyt simples-positivas estava aumentada como
consequiéncia da deplecéo de IL-23 (Figuras 6E-G). Isto foi especialmente inesperado dado que o
fendtipo misto T-bet+RORyt+ é comumente associado com células Th17 “patogénicas”, cujo
desenvolvimento é absolutamente dependente de IL-23 (Gaffen et al., 2014; Hemdan et al.,
2012; Zuiiga et al., 2013). Uma possivel explicacdo poderia ser que, apesar de terem a
frequéncia aumentada, as celulas Th T-bet+RORyt+ e RORyt simples-positivas tivessem,
individualmente, uma menor expressao de seus respectivos fatores de transcricdo como resultado
da comprometida estimulacdo por IL-23, mas, no entanto, ndo encontramos diferenca nos niveis
de expressdao de T-bet ou RORyt em nenhuma dessas populacdes (medida pela mediana da
intensidade de fluorescéncia — “MFI” — da marcacdo de T-bet e/ou RORyt em células Th T-
bet+RORyt+ ou RORyt simples-positivas; dados ndo mostrados) entre os diferentes tratamentos

em animais infectados.

Ainda, considerando resultados anteriores mostrando um marcado aumento na frequéncia
de células NK CD3-CD49b+ no baco dos camundongos durante a infeccdo por S schenckii,
junto ao reconhecido papel dessas células na defesa contra infeccBes flngicas (Ivanova et al.,
2014; Schmidt et al., 2013), nds avaliamos essa populacdo em animais depletados de IL-23 a fim
de explorar mais a fundo as causas da piora da capacidade de controle fangico encontrada antes.
A freqliéncia dessas células estava igualmente aumentada nos trés grupos de animais infectados
(Figura 6H), o que estd em linha com um estudo recente por Bér e colaboradores (Bér et al.,
2014) mostrando que a frequéncia de celulas NK CD3-CD49b+NKp46+ no bago de
camundongos 1117ra’ ndo é diferente daquela dos animais selvagens. Este mesmo estudo
mostra que o bloqueio temporario da via de sinalizacdo da IL-17 ndo prejudica a producdo de

IFN-y por células NK nem a atividade fungicida das mesmas, implicando ainda mais as células
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NK, ao invés de células Th1/Th1l7 patogénicas, como uma das principais fontes de IFN-y nesse

modelo.
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Figura 6. Mudanca na freguéncia de células Thl, Thl7 e NK no baco seguinte & deplecédo de IL-23. Os
camundongos foram inoculados pela via i.p. com PBS estéril (controle) ou com 10° leveduras de S. schenckii em
PBS adicionado de 10ug de um anticorpo monoclonal neutralizante anti-1L-23p19 (anti-IL-23), seu isotipo controle
(iso) ou sem adicdo nenhuma (PBS), e entdo tratados conforme indicado. No dia 10 pos-inoculagdo, os
camundongos foram eutanaziados para a remo¢do do baco e as células do bago resultantes foram marcadas
conforme mostrado. A-C: “density plots” e estratégia de “gating” representativos da determinagéo de células Th T-
bet+, RORyt+ ou T-bet+RORyt+. D: “density plots” e estratégia de “gating” representativos da determinacdo de
células NK CD3-CD49b+. E-G: percentual das subpopulagdes indicadas dentro da populagéo principal do baco. H:
percentual de células NK CD3-CD49b+ dentro da populacdo total do bago. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 1 via usando o teste de comparacfes multiplas de Tukey e intervalo de confianca em
95%. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001), quando comparado com o grupo controle em
cada ponto respectivo ou conforme indicado. Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de 3

animais.
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5. Discussao

Considerando a importancia do perfil de células Th para a efetividade das resposta
geradas as infeccdes de forma geral, e as infeccBes fungicas em especifico, é importante
caracterizar e definir claramente os papéis destas células na infeccdo por S schenckii. Dito isto, a
correta caracterizacdo dos subtipos de células Th é complicada. Por um lado, a identificacdo de
um Unico fator de transcricdo determinante de linhagem ndo garante que este fator esteja ativo e,
mesmo que esteja, ainda ndo ha garantia de que as funcOes efetoras da célula sejam
primariamente determinadas pelo fator identificado, ja que a co-expressdo de diferentes “fatores
mestre”, alguns dos quais tém dominancia sobre outros na determinacdo do programa
transcricional da célula, pode resultar numa variedade de fenotipos mistos. Por outro lado,
devido a existéncia de células Treg e T “helper” foliculares (Tth) exibindo fenoétipos semelhantes
a Thl, Th2 ou Thl7, além de células duplo-produtoras de IFN-y e IL-17 ou IFN-y e IL-4, mesmo
a identificacdo da producdo de citocinas-padrdo por determinadas células oferece problemas
(Evans & Jenner 2013; Nakayamada et al., 2012; Zhu & Paul 2010a; Zhu & Paul 2010b).
Qualquer que seja o caso, considerando o papel dominante do RORyt na especificacdo do
comprometimento com a linhagem Th17 e na inducdo da expressdo de IL-17 através da ligacao
direta ao promotor do gene 117 (Hemdan et al., 2012; Hirahara et al., 2010), as frequéncias
aumentadas tanto de células RORyt simples-positivas como de T-bet+RORyt+, mas ndo de
células T-bet simples-positivas, dentro da populacdo de células Th nos bacos de animais
infectados sugere que, em relacdo unicamente ao equilibrio Th1/Thl7, S. schenckii direciona as

células Th principalmente para ao fen6tipo Th17, mesmo que misto.

Interessantemente, tem sido sugerido que, como o faz para células Thl e Th2, a forca da
estimulagdo via TCR também influencia criticamente a diferenciagdo de células Thl7, por um
mecanismo que exige forte estimulacdo antigénica e leva a regulagdo positiva da expressao de

CDA40 ligante (CD40L) com o subsequente aumento da producao de IL-6 por células dendriticas
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(“DCs”) (Huang et al., 2012). Dado que em nossos experimentos os camundongos foram
infectados com S. schenckii pela via i.p., e Zhong e colaboradores (2007) reportaram que células
B1 peritoneais induzem preferencialmente a diferenciagdo de células Thl7 e Thl in vitro em
razdo de sua maior capacidade de apresentacdo antigénica, somos levados a acreditar que a rota
de infecgdo pode ter contribuido para o enviesado desenvolvimento de células Th17 em nosso
modelo. Ainda, existem trabalhos ligando a apoptose induzida pela infec¢do ao desenvolvimento
de células Thl7, devido a producdo de TGF-B e IL-6 por DCs induzida pelo reconhecimento
simultdneo de ligantes microbianos e de células apoptoticas (Brereton & Blander, 2011).
Alinhado a isso, nos evidenciamos que a apoptose das células do baco, medida pelo ensaio de
ligacdo a Anexina V, esta aumentada nos dias 10 e 15 pos-infeccdo, sugerindo um mecanismo

adicional pelo qual o desenvolvimento de células Th17 pode ter sido preferencialmente induzido.

Surpreendentemente, apesar dos nimeros escassos de células Th T-bet simples-positivas,
os niveis de IFN-y estavam bastante aumentados no dia 10 pds-infeccdo. Embora isso possa ser
resultado do desenvolvimento de um fen6tipo misto T-bet+RORyt+ altamente inflamatério, que
co-expressa IFN-y e IL-17 e € induzido por IL-23 (Gaffen et al., 2014; Hemdan et al., 2012;
Zuiiga et al., 2013), a populacdo de células Th T-bet+RORyt+ ainda assim representa apenas
cerca de 2% do total de células Th no dia 10 p6s-infeccdo e nossos experimentos de deplecédo de
IL-23 ndo apoiam essa hipotese. Por outro lado, mesmo que a expressao de T-bet por si s6 ndo
seja um bom indicador da potencial producédo de IFN-y, uma vez que cofatores e outros fatores
determinantes de linhagem co-expressos desempenham um papel substancial na modulacdo da
atividade do fator mestre e nas fungdes efetoras da célula, estas poucas células poderiam ter,
individualmente, uma expressdo aumentada de T-bet, “signal transductor and activator of
transcription” 4 (STAT4) ou outros cofatores e fatores de transcri¢do sinérgicos como o “runt-
related transcription factor” 3 (Runx3) e o “homeobox transcription factor” (HIx) (Bowen 2008;
Djuretic et al., 2007; Oh & Hwang 2014; Zhu et al., 2012). No entanto, visto que T-bet aumenta

ou tem sua expressdao aumentada por alguns desses fatores, somado ao fato de ndo termos

43



encontrado nenhuma diferenca nos niveis de expressdo de T-bet entre camundongos controle e
infectados (medida pela MFI da marcacdo de T-bet em células Th T-bet+RORyt+; dados ndo
mostrados), isto é pouco provavel. Deste modo, nossos resultados sugerem que outras fontes de
IFN-y, tais como células Tyd, NK, NKT ou T CD8+, assim como outros membros de um
subgrupo de células linfoides inatas (“ILCs”) denominado ILCls (Cella et al., 2014; Guo et al.,
2012; Schoenborn & Wilson, 2007), poderiam ser também responsaveis pela liberacdo dessa
citocina em nosso sistema. Um conjunto maior de evidéncias apdiam a participacdo de células
NK CD3-CD49b+, dado que as mesmas representam cerca de 15% das células totais do bago no
dia 10 pos-infecgdo, um aumento de 3x em relacdo a sua frequéncia em camundongos controle.
Ainda, tem-se mostrado que o IFN-y produzido por células NK é diretamente responsavel pela
atividade anti-fungica destas células contra Aspergillus fumigatus in vitro (Bouzani et al., 2011)
e pelo aumento da atividade fungicida de fagdcitos tanto in vitro como in vivo (Schmidt et al.,

2013).

N&o obstante, embora a frequéncia de células Th RORyt simples-positivas esteja
aumentada no baco dos camundongos infectados e possa ser prontamente relacionada a liberacao
aumentada de IL-17 nesses animais, outras fontes ndo podem ser descartadas. Na realidade, alem
das células Thl7, muitas outras, incluindo as células Thl, T CD8+ (nesse caso denominadas
Tcl7), Tyd e NKT invariantes (iNKT), as células semelhantes as indutoras de tecido linfoide
(LTi), células ILC17, além de neutréfilos e mastdcitos, sdo todas capazes de produzir IL-17 (Cua
& Tato 2010; Kim & Jordan 2013; Rutz et al., 2013). Com a excessdo de netrofilos e mastocitos,
todas estas (embora as células Thl e ILC17 em menor grau), mais as células ILC22, sdo também
capazes de produzir IL-22 (Cella et al., 2014; Guo et al., 2012; Rutz et al., 2013). As células
Th22 ndo estdo incluidas porque, ao contrario de em humanos, células Th produtoras de IL-22
ndo foram definidas como um subtipo distinto em camundongos, sendo que, nesta espécie, as
células Thl7 sdo as principais fontes de IL-22 entre as células Th (Rutz et al., 2013). Dentre

essas outras fontes, as células semelhantes as LTi e um subtipo de células Tyd sdo conhecidas
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por residirem no baco durante o estado de equilibrio (Cua & Tato 2010; Gaffen et al., 2014) e
poderiam, portanto, ser responsaveis por pelo menos parte da liberacdo de IL-17 e IL-22 em
nossas culturas. E evidente a necessidade de estudos mais aprofundados para definir a

importéncia relativa de cada uma dessas fontes em nosso modelo.

Um dos pontos-chave a se considerar ao avaliar o controle deficiente da infecgdo por S
schenckii em camundongos depletados de IL-23 consiste no bloqueio incompleto da resposta
Th17 nesses animais. Existem dois motivos imediatamente reconheciveis para isso, um deles
sendo que a deplecdo mediada por anticorpo é um processo inerentemente incompleto, ja que é
impossivel neutralizar todas as moléculas-alvo no organismo do hospedeiro. O outro motivo diz
respeito a producéo de citocinas efetoras Th17 independente de estimulacdo por IL-23, pela via
classica dependente de TCR em células Taf3 ou por outros mecanismos (Guo et al., 2012;
Hasegawa et al., 2013; Yoshiga et al., 2008). No entanto, se por um lado nosso modelo de
deplecdo de IL-23 pode estar permitindo que os animais, em ultima instancia, sobrevivam e
eliminem a infeccdo por S schenckii, por outro ele também é responsavel por defeitos na
resposta imune nao relacionados a resposta Thl7. Primeiro, o receptor da IL-23 (IL-23R) é
expresso em muitas outras células além das células Th17, como nas células Tyd, INKT, NKp46,
DCs, nas ILC3s incluindo as células semelhantes as LTi, e também em macrofagos e neutréfilos
(Tan et al., 2009; Zlfiga et al., 2013), embora a subpopulacdo de células INKT presente no baco
de camundongos ndo pareca expressar 1L-23R ou produzir IL-17 (Guo €t al., 2012). Segundo, a
ligagdo ao IL-23R nessas células induz a expressdo de RORyt por uma via dependente de STAT3
e a producdo de citocinas efetoras Th17, sendo digno de nota que, diferente das células Thl7, a
expressao do IL-23R por quase todas as células inatas produtoras de IL-17 é constitutiva (Cua &
Tato, 2010; Zufiga et al., 2013). Terceiro, foi sugerido que a manutencdo da expressdo de IL-
23R em células Th17 depende da constante estimulagdo por IL-23, cuja auséncia pode causar a
conversao das células Th1l7 para um fenétipo produtor de IL-10 (Zudiga et al., 2013). Desse

modo, enquanto poderia ser esclarecedor explorar a habilidade do hospedeiro em conter a
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infeccdo por S schenckii na completa auséncia de IL-23, é igualmente importante elucidar o

papel especifico da resposta Th17 e de cada citocina efetora individualmente dentro dela.

Nosso trabalho acrescenta S. schenckii a lista de patdgenos oportunistas que carecem de
atencdo num momento em que novas terapias especificamente direcionadas contra a resposta
Thl7, voltadas para o tratamento da rejeicdo a transplantes, de certos tipos de cancer e, mais
proeminentemente, de condi¢des inflamatdrias crénicas como psoriase, esclerose maltipla, artrite
reumatoide, doenca de Crohn e espondilite anquilosante, dentre outras (Gaffen et al., 2014,
Miossec & Kolls, 2012; Toussirot, 2012). E importante questionar quais efeitos a anulago
completa da deste tipo de resposta ou de todos os membros da familia da IL-17, ou
especificamente da acdo da IL-17 ou da IL-17F, teriam sobre a suscetibilidade do hospedeiro ao
S. schenckii, uma vez que recentes estudos clinicos em humanos tendo como alvo IL-23, IL-
17(A), IL-17RA (subunidade A do receptor de IL-17, compartilhada entre quase todos os
membros dessa familia de receptores) ou a subunidade p40 da IL-23 (também presente na I1L-12)
mostraram grandes diferencas tanto na suscetibilidade a infeccbes como na eficacia do

tratamento.
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Conclustes

A infecgdo sistémica por S schenckii induz tanto o desenvolvimento de células Th17 como a
liberacdo das principais citocinas efetoras produzidas por elas: IL-17 e IL-22.

A apoptose, medida pela marcacdo com Anexina V e PIl, aumenta durante a infeccéo,
apresentando uma cinética proxima a do desenvolvimento das células Th17.

A infeccdo é efetivamente controlada apesar da quase auséncia de células Thl, sendo
possivel que grande parte dos niveis encontrados de IFN-y venham de células NK.

O bloqueio da resposta Thl7 pela deplecdo de IL-23 prejudicou significativamente a
capacidade dos animais controlarem a infec¢do, mas ndo a capacidade de sobrevivéncia a

esta.
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Dear Editor,

Th17 responses are widely known for their role in fungal infections, although a great part of
our current understanding of this relationship comes from studies of a narrow sample of
pathogens, especially from Candida albicans. Specifically in regard to the mechanisms and
relative importance of Th17 responses, this sample is even narrower, forcing dangerous
generalizations when making therapeutic choices. On that account alone, expanding the
universe of fungal pathogens for which the Th17-fungi relationship is known have great
importance. Add to it the impressive lack of data for the emerging health problem represented
by sporotrichosis and we have an urgent matter. This is a worldwide distributed disease,
caused by a complex of fungal pathogens whose prototypical member is Sporothrix schenckii,
affecting immunocompromised individuals in an opportunistic fashion. If concerns about the
increasing number of broad immunosuppressive therapies and HIV infections are not enough
to prompt further efforts to better understand the immune mechanisms implicated in this
disease, then the recent emergence of anti-Th17 therapies surely are. Here, we show that the
S schenckii systemic mice infection is able to upregulate both Th17 cells and the main
effector cytokines produced by it: 1L-17 and IL-22. Besides, the infection is effectively
controlled despite the near absence of Th1l cells, and we suggest that most of the IFN-y levels
are probably coming from NK cells. Moreover, we were able to demonstrate that blockade of

the Th17 response by an anti-1L-23p19 mAb significantly impaired fungal control.

Best regards,

Iracilda Zeppone Carlos
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Abstract

The discovery of Th17 cells, along with many other Th cell subsets in the recent years, has
expanded the Th1/Th2 paradigm that had persisted since its proposition by Mosmann in 1986.
Defined by the characteristic expression of the transcription factor retinoic-related orphan
receptor yt (RORyt) and production of IL-17A (IL-17), Th17 cells are powerful inducers of
tissue inflammation with a recognized role against extracellular bacteria and fungi. Despite
this, the interest in their study came from the pivotal role they play in the development and
maintenance of major chronic inflammatory conditions such as multiple sclerosis, rheumatoid
arthritis and Crohn’s disease, reason why they have been the target of promising new anti-
Thl7 therapies. Accordingly, the identification of opportunistic pathogens whose clearance
relies on the Th17 response is of huge prophylactic importance. As shown here for the first
time, this applies to Sporothrix schenckii, a thermo-dimorphic fungus and the causative agent
of sporotrichosis. Our results show that both Th17 and Th1/Th17 mixed cells are developed
during the S. schenckii systemic mice infection, which also leads to augmented production of
IL-17 and IL-22. Also, by using antibody-mediated IL-23 depletion, we further demonstrate

that the optimal fungal clearance, but not survival, depends on an intact Th17 response.

Keywords: Sporothrix schenckii, sporotrichosis, Th17 cell, Th17 response, 1L-23 depletion.

1. Introduction

Sporotrichosis is an acute or chronic subcutaneous mycosis affecting humans and other
mammals, caused by the Sporothrix schenckii species complex, including Sporothrix
albicans, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana
and S. schenckii sensu strictu (Oliveira et al., 2014). Disease follows the traumatic inoculation

of the fungus through injuries containing soil, by inhalation of conidia or as a zoonosis,
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especially from cat scratches, affecting immunocompromised individuals in an opportunistic
fashion (Aung et al., 2013; Barros et al., 2011; Ldépez-Romero et al., 2011). In several
countries, sporotrichosis is regarded as an emerging opportunistic infection, one that’s often
neglected (Freitas et al., 2014; Rodrigues et al., 2013). Specifically in Brazil, the last two
decades saw a surge in feline and canine cases, mainly in the south and southeast regions of
the country (Pereira et al., 2014; Madrid et al., 2012; Nobre et al., 2001; Schubach et al.,
2004; Schubach et al., 2006). The infection’s outcome and clinical manifestation is highly
dependent on the immune status of the host: while immunocompetent individuals usually
develop localized cutaneous forms, immunocompromised patients, including those infected
with HIV, are predominantly affected by disseminated and systemic forms (Carlos et al.,
2009). Our research group has been exploring the S. schenckii host-pathogen interaction for
quite some time and has previously shown that cell-surface antigens present on the cell-wall
of S schenckii are employed as an escape mechanism against the host’s macrophages (Carlos
et al., 2003). We have also assessed the role played by toll-like receptors (TLRS) -2 and -4 in
this fungus’ innate immune recognition (Negrini et al., 2013; Negrini et al., 2014; Sassa et al.,
2012). Moreover, we have recently shown the involvement of nod-like receptors (NLRs) in
fungal recognition through the inflammasome-dependent activation of caspase-1 (Gongalves

etal., 2014).

T helper (Th) cells are important orchestrators of the adaptative immune response. They can
be subdivided into an ever growing number of subsets, two of which, namely Thl and Th2
cells, have been known for a long time since their proposition by Mosmann et al. (1986). For
over two decades we have known that cellular responses are developed during the S schenckii
mice infection (Carlos et al., 1992) and, more recently, Thl and Th2 responses were shown to
be elicited in an antigen-specific manner against the fungus’ cell-wall antigens (Maia et al.,

2006). Since then, two other major subsets have been described: Treg cells, which exert
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various immunosuppressive functions, and Th17 cells, named after the signature production
of IL-17A (IL-17) (Nakayamada et al., 2012; Zhu and Paul, 2010). Th17 cells are
characterized by expression of the master transcription factor retinoic-related orphan receptor
vt (RORyt) and are able to produce, besides IL-17, also IL-17F, IL-22 and IL-21 (Huang et
al., 2012). The combination of TGF-B1 plus IL-6 or IL-21 initiates Th17 cell differentiation,
while IL-23 acts later on the commitment program to further stabilize the phenotype. Also,
dendritic cells (DCs) are especially suited for promoting Th17 cell development, especially in
response to fungal pathogens through the C-type lectin family of receptors (CLRs), whose
triggering favors production of Th17-polarizing cytokines such as IL-23 (Huang et al., 2012;
McGeachy and McSorley, 2012; Vautier et al., 2010). Accordingly, our group has previously
showed that DCs recognition of S schenckii antigens leads to Th1/Th1l7 response

development in vitro (Verdan et al., 2012).

Owning primarily, but not exclusively, to IL-17 pro-inflammatory actions, which include
neutrophil and Thl cell recruitment and induction of pro-inflammatory cytokines production
by epithelial cells, Th17 cells have a key role in host defense against extracellular bacteria and
fungi, showing both protective and deleterious effects (Cua and Tato, 2010; Hernandez-
Santos and Gaffen, 2012; van de Veerdonk et al., 2009). However, a great part of our current
understanding of the fungi-Th17 response relationship comes from studies of a narrow sample
of pathogens, especially from Candida albicans. Specifically in regard to the mechanisms and
relative importance of Th17 responses, this sample is even narrower, forcing dangerous
generalizations when making therapeutic choices. Furthermore, Th17 cells and its associated
cytokines have been implicated in numerous autoimmune and inflammatory diseases (Singh
et al.,, 2014; Zambrano-Zaragoza et al., 2014), sparking interest in novel therapeutic
approaches specifically targeted against Th17 responses, ranging from blockade of Th17 cell

differentiation and expansion, to the specific neutralization of their effector cytokines (Gaffen
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et al., 2014; Maddur et al., 2012; Miossec and Kolls, 2012; Toussirot, 2012). However,
despite promising results for some diseases, a common problem regards the increased
susceptibility to opportunistic infections, commonly by fungal pathogens. Therefore, further
understanding how Th17 responses shape the outcome of opportunistic fungal infections like
sporotrichosis, has major clinical applications. By using a murine model of systemic
infection, this is, to our knowledge, the first study to assess the development and relative
importance of the Th17 response against S. schenckii, providing valuable insights into the
immune mechanisms triggered by sporotrichosis and paving the road to future preventive and

curative therapies.
2. Materials and methods
2.1. Microorganism and culture conditions

S schenckii ATCC 16345, originally obtained from a human case of diffuse lung infection
(Baltimore, MD) and kindly provided by the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro,
Brazil), was used for all experiments. For mice infection and heat-killed S. schenckii yeast
(HKSss) preparation, a piece of the fungal mycelium grown on Mycosel (BD Biosciences) agar
tubes was transferred to an Erlenmeyer flask containing 100 mL of brain-heart infusion broth
(Difco) and then cultured for 7 days at 37 °C with constant shaking at 150 rpm. After that, an
aliquot containing 2 x 10" yeast cells was transferred to a new medium and cultured for 5 days
more at the same conditions in order to achieve a virtually 100% mycelium-to-yeast

conversion in a logarithmically growing culture.
2.2. Preparation of the heat-killed S. schenckii yeast

HKss cells were prepared from the same 5-day-old fungus’ culture in brain-heart infusion

broth used for animal infection in each respective experiment. Yeast cells were separated
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from the supernatant by centrifugation at 200 xg for 5 min at room temperature and then
washed twice with 8 mL of sterile PBS, pH 7.4 (hereafter, PBS), after which they were
resuspended and adjusted to 2.5 x 10° yeast cells/mL in PBS. After that, three to four 1.5 mL
aliquots of this suspension were transferred to disposable sterile 15 mL conical tubes,
incubated for 1 hour in a 60 °C water bath, and then stored at 2-8 °C until use. A working
suspension was obtained by making a 1/10 dilution of the stock suspension in RPMI complete
medium (defined as the base RPMI-1640 medium containing 20 uM of 2p-mercaptoethanol,
100 U/mL of penicillin and streptomycin, 2 mM of L-glutamine and 5% fetal calf serum). As
a control for the efficiency of the heat-killing process, 100 pL aliquots from each tube were

inoculated on Mycosel agar plates and checked for CFU growth before use.

2.3. Animals and experimental design

Male BALB/c mice, 5-7 weeks old at the time of inoculation, were purchased from “Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério”
(CEMIB), UNICAMP University (Brazil). Animals were housed in individually ventilated
cages in an ambient with controlled temperature and 12-hour ligh/dark cycles. Water and food
were offered ad libitum. For each independent experiment, only age-matched animals were
used across all groups. Animals were intraperitoneally inoculated with 10° S schenckii yeast
cells in PBS or with an equal volume of PBS alone. Alternatively, for the IL-23 depletion
experiments, mice were inoculated with sterile PBS (“control”) or with 10° S. schenckii yeast
cells in PBS added with 10 pg of an anti-1L-23p19 mAb (“anti-IL-23"), its isotype control
(“is0”) or without any addition (“PBS”). For these experiments, mice continued to be treated
through the intraperitoneal (i.p.) route with 10 pg of the anti-IL-23p19 mADb, its isotype
control or PBS alone on alternate days, from the day of the infection until 2 days prior to

animal sacrifice on days 10 or 28 post-infection. Assessment of the systemic fungal load was
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performed by counting the CFU grown on Mycosel agar plates after the spread-plating of a
previously determined dilution of the spleen macerate, collected before the red cell lysis
treatment. All animal procedures were performed according to the guidelines of the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) and were approved by the research ethics

committee of Araraquara’s School of Pharmaceutical Sciences from UNESP University.

2.4. Antibody-mediated depletion of IL-23

In order to assess the role played by the Th17 response in the host’s immune response against
S schenckii, a group of infected animals were treated through the i.p. route, as detailed above,
with 200 pL of a solution containing 10 pg of an anti-1L-23p19 neutralizing mAb (clone G23-
8, eBiosciences). Effectiveness of the treatment was assessed by measuring the ex vivo release
of IL-17 and IL-22 in 24-hour culture supernatants from total splenocytes challenged with

HKss.

2.5. Spleen removal and total splenocytes’ preparation

Spleens were aseptically removed and passed through a 100 um cell strainer with the aid of a
syringe plunger into a Petri dish containing 2 mL of PBS. For red cell lysis, the resulting
suspension was added with 6 mL of a 0.17 M ammonium chloride solution and then incubated
in ice for 5 min. Splenocytes were separated from the supernatant by centrifugation at 300 xg
for 5 min at 4 °C, washed once with 3 mL of RPMI complete medium and then resuspended
in 1 mL of the same medium. Cell concentration was determined by microscopy using the

Trypan blue exclusion test and then adjusted to 5 x 10° cells/mL in RPMI complete medium.
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2.6. Measurement of ex vivo cytokine release

Splenocytes, obtained as described earlier, were cultured for 24 hours at 37 °C and 5% CO,
on flat bottom 48-well tissue culture plates in the presence of HKss, at a splenocyte-to-yeast
ratio of 1:5. Final concentrations were 2.5 x 10° splenocytes/mL and 1.25 x 10’ yeast
cells/mL. Concanavalin A (0.25 pg/mL in RPMI complete medium) or RPMI alone were used
as positive and negative controls, respectively. Cytokines were measured by ELISA

(eBioscience) according to the manufacturer’s instructions.

2.7. Flow cytometry

The following anti-mouse mAb were used: anti-CD16/CD32 purified (clone 93), anti-CD3
FITC (clone 172), anti-CD4 APC (clone RM4-5), anti-RORyt PE (clone B2D), anti-T-bet
PerCP-cy5.5 (clone eBio4B10) e anti-CD49b APC (clone DX5); all from eBioscience. For all
staining procedures, only freshly isolated, unstimulated splenocytes were used. Splenocytes
were assessed for the frequency of Thl (T-bet single-positive Th cells), Th17 (RORyt single-
positive Th cells), Thl/Thl7 (T-bet+RORyT+ Th cells) or NK (CD3-CD49b+ cells) cells.
Briefly, cells were stained for extracellular markers, then fixed and permeabilized using
eBiosciences’ intracellular fixation & permeabilization buffer set, and then stained for the
transcription factors T-bet and RORyt. Alternatively, cells were stained for CD3 and CD49b
only. Events were acquired using a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences) and
analyzed within the flow cytometer’s proprietary software. At least 60,000 events were

effectively included in each analysis.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed in GraphPad Prism ver. 6.01, by using one- or two-way

analysis of variance (ANOVA) with Tukey or Sidak’s multiple comparisons test, respectively,
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as indicated. Confidence interval was set at 95% for all tests. Groups of 3, 4 or 10 animals

were used in each experiment.

3. Results
3.1. Infection’s kinetics

Our first step, in order to establish the most adequate time-points to perform further
experiments, was to assess the kinetics of the systemic infection following the i.p. inoculation
of mice with 10° S schenckii yeast cells. We did this by following the spleen’s fungal load
until all animals had zeroed CFU counts on duplicate plates of a 1/10 dilution of the spleen
macerate. The spleen’s fungal load reached a peak on day 6 post-infection, after which it
started to decrease until all animals had completely eliminated the fungus on day 28 post-
infection (Figure 1), although a later survival experiment showed that some animals may
actually take longer than 28 days to clear the infection (see item 3.3, Figure 4E). For
subsequent experiments, we chose to sacrifice animals on days 5, 10 and 15 post-infection
(doted lines in Figure 1) in order to assess selected parameters of the immune response at,
respectively, the peak of animal susceptibility, the ongoing elimination of the fungus and the

final clearance of the infection.
3.2. Th1/Th17 cell phenotyping and measurement of ex vivo cytokine release

To understand the roles played by Thl and Th17 responses and how they’re balanced during
the S. schenckii systemic mice infection, we proceeded to assess these two subsets’ frequency
in the spleen of mice based on the expression of their lineage-specifying transcription factors,
T-bet and RORyt, respectively. We found a clear bias toward the development of Thl7-
instead of Thl-like cells in infected mice, predominantly in the form of RORyt single-

positive, but also of T-bet+tRORyt+ Th cells (Figures 2E and 2F). On the other hand, T-bet
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single-positive cells were only found in very low frequency among Th cells in either control
or infected mice (Figure 2D). In order to address to what extent these two subsets’ frequency
changes would impact cytokine production, we measured the ex vivo release of both lineages’
main effector cytokines, IFN-y for Th1 cells, and IL-17, IL-21 and IL-22 for Th17 cells, from
24-hour culture supernatants of total splenocytes challenged with the heat-killed S. schenckii
yeast (HKss). We found that IL-17 and IL-22, but not IL-21, were significantly increased on
day 10 post-infection (Figure 3). In fact, we could not find any detectable amount of IL-21 in
neither control nor infected mice during the entire evaluated period, which may have been due
to a combination of assay sensibility and culturing conditions. However, contrary to expected
given the scarcity of T-bet single-positive cells and only moderate numbers of T-bet+RORyt+
cells, the amount of IFN-y released was surprisingly high on day 10 post-infection. As
discussed later, this is more likely explained by the presence of other IFN-y-producing cells in
our system, especially CD3-CD49b+ NK cells. Collectively, our results show that a Thl7
response is developed against the S schenckii systemic mice infection, but whether or not
Th17 cells are indeed the main source of IL-17 and/or IL-22 in the spleen is not clear,

although the time-frame of their increase suggests so (Cua and Tato, 2010).

3.3. IL-23 antibody-mediated depletion and survival analysis

Given IL-23’s well defined role as an inducer of Th17-related cytokines production in both
innate and adaptive lymphoid cells, including Th17 cells themselves, as well as its critical role
in Th17 cells’ development and expansion (Guo et al., 2012; Tan et al., 2009), we expected its
depletion would significantly diminish production of the major Th17 effector cytokines. In
order to do that, mice were intraperitoneally treated with 10 pg of an anti-1L-23p19
neutralizing mADb, its isotype control or PBS alone on alternate days, from the day of the
infection until 2 days prior to animal sacrifice on day 10 or, in a parallel survival experiment,

on day 28 post-inoculation. Effectiveness of the treatment was assessed on day 10 post-
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infection by measuring the ex vivo release of IL-17 and IL-22 in 24-hour culture supernatants
from total splenocytes challenged with HKss (Figures 4A and 4B). Treatment with the anti-
IL-23 mAb caused a marked, although not complete, reduction in both cytokines, which was
shown to be directly correlated with an impaired capacity to control the S. schenckii infection,
as fungal loads in the spleens of anti-IL-23-treated mice were about 5x higher than those
found in isotype-treated animals on day 10 post-infection (Figure 4D). However, both anti-IL-
23- and isotype-treated animals were equally able to survive the infection. Furthermore, when
mice were sacrificed on day 28 post-infection, we found no differences in the spleen’s
remaining fungal load between these two groups, with exactly 6 out of 10 mice in both groups
still showing detectable CFU (Figure 4E). Our results thus indicate that the Th17 response is
necessary for the optimal S. schenckii elimination during the early stages of infection, but not

for animal survival nor for the ability to ultimately clear the infection.

Additionally, if IFN-y-producing highly inflammatory “pathogenic” Thl7 cells were an
important source of this cytokine in our previous experiments, one would expect this
cytokine’s release by splenocytes of IL-23-depleted mice to be significantly diminished, as
IL-23 is indispensible for attaining IFN-y-producing T-bet+ Th17 cells (Gaffen et al., 2014;
Hemdan et al., 2012; Zdhiga et al., 2013). Results on this front were a bit confusing, since
IFN-y release by splenocytes from IL-23-depleted mice was, indeed, markedly diminished
when compared to that of isotype-treated mice, but only slightly lower (and not significant)
than that of PBS-treated infected mice (Figure 4C). Considering the increased IFN-y release
by splenocytes from isotype-treated mice, the difference observed between mice treated with
the isotype and the anti-1L-23 mAb seems to be due more to the unexpected effects of the
former than to the effects of the latter. Lastly, as before, we found no detectable levels of IL-

21 in this system.
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3.4. Changes in spleen’s Thl, Th17 and NK cells frequency following IL-23 depletion.

To shed some light on the mechanisms responsible for the impaired immune response against
S schenckii observed in anti-IL-23-treated mice, we assessed the frequency of selected
immune cell subsets in the spleens of these animals. Given the impaired Th17 response and
changes in the cytokine milieu, we first thought of the possibility that anti-IL-23-treated mice
could prompt the upregulation of Thl cell development. However, we did not find any
difference in T-bet single-positive Th cells’ frequency among the different treatment groups.
Conversely, the frequencies of both T-bet+RORyt+ and, to a certain extent, of RORyt single-
positive Th cells were found to be increased following the IL-23 antibody-mediated depletion
(Figure 5E-G). This was especially unexpected given that the T-bet+tRORyt+ mixed
phenotype is commonly associated with “pathogenic” Thl7 cells, whose development
absolutely requires 1L-23 (Gaffen et al., 2014; Hemdan et al., 2012; Zufiiga et al., 2013). We

are currently looking into ways to address these questions.

Moreover, given our own unpublished results showing a marked increase in the frequency of
CD3-CD49b+ NK cells in the spleens of mice during S schenckii infection, together with
these cells’ recognized role in anti-fungal host defense (Ivanova et al., 2014; Schmidt et al.,
2013), we assessed this population following IL-23 antibody-mediated depletion in order to
further explore the causes of the impaired fungal control we found earlier. The frequency of
CD3-CD49b+ NK cells was found to be equally increased across all three groups of infected
mice (Figure 5H), which is in line with a recent report by Bér et al. (2014) showing that the
frequency of CD3-CD49b+NKp46+ NK cells in the spleen of 1117ra” mice was not different
from that of wild type mice. This same report goes on to show that temporary blockade of the

IL-17 pathway does not impair NK cell production of IFN-y nor its fungicidal activity, further
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implicating NK cells, instead of pathogenic Th1/Th17 cells, as a major source of IFN-y in our

model.

4. Discussion

It has been suggested that, as it does for Thl and Th2 cells, the strength of the TCR
stimulation also critically influences Th17 cell differentiation, through a mechanism requiring
very strong antigen stimulation leading to upregulation of T cell CD40L (CD40 ligand)
expression and the subsequent enhancement of I1L-6 production by DCs (Huang et al., 2012).
Since for our experiments mice were intraperitoneally infected with S, schenckii, and Zhong
et al. (2007) reported that peritoneal Bl cells preferentially induce Thl/Th17 cell
differentiation in vitro owning to their greater antigen presentation capacity, we’re therefore
led to believe that our model’s route of infection may have contributed to the skewed Th17
cell development found by us. Furthermore, there’s been reports linking infection induced
apoptosis to Th17 cell development, due to DCs’ production of TGF-p and IL-6 driven by
simultaneous recognition of microbial and apoptotic cell ligands (Brereton and Blander,
2010). Aligned with this, we have evidenced that splenocyte apoptosis, as measured by the
Annexin V binding assay, is increased on days 10 and 15 post-infection (Supplementary
Figure 1), suggesting yet another mechanism by which Th17 cell development is

preferentially induced in our model.

Surprisingly, despite the scarce numbers of T-bet single-positive Th cells, antigen-specific
IFN-y release in culture supernatants was greatly increased on day 10 post-infection.
Although this could be the result of the development of an IL-23-driven highly inflammatory
T-bet+RORyt+ mixed phenotype that co-express IFN-y and IL-17 (Gaffen et al., 2014;
Hemdan et al., 2012; Zufiga et al., 2013), the T-bet+RORyt+ Th cell population still accounts

for only about 2% of all Th cells on day 10 post-infection and our IL-23 depletion
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experiments do not support this hypothesis. Thus, our results suggest that other sources of
IFN-y, such as ydT, NK, NKT or CD8+ T cells, as well as other members of a subset of innate
lymphoid cells (ILCs) termed ILC1s (Cella et al., 2014; Guo et al., 2012; Schoenborn and
Wilson, 2007), could also be responsible for this cytokine’s release in our model. A stronger
case is built for CD3-CD49b+ NK cells, since they account for around 15% of all splenocytes
on day 10 post-infection, a 3-fold increase over their frequency in control mice. Furthermore,
NK cell-produced IFN-y has been shown to be directly responsible for NK cell-mediated anti-
fungal activity against Aspergillus fumigatusin vitro (Bouzani et al., 2011) and to enhance the

fungicidal activity of phagocytes both in vitro and in vivo (Schmidt et al., 2013).

Although RORyt single-positive Th cells’ frequency is increased in the spleen of infected
mice and could be readily associated to the augmented release of IL-17 and IL-22 in these
animals, the contribution of other sources cannot be disregarded. As a matter of fact, besides
Th17 cells, many other cell types including Thl, y3T, invariant NKT (iNKT), lymphoid-tissue
inducer (LTi)-like, ILC17 and CD8+ T (in this case termed Tc17) cells, plus neutrophils and
mast cells are all able to produce IL-17 (Cua and Tato. 2010; Kim and Jordan, 2013; Rutz et
al., 2013). With the exception of neutrophils and mast cells, all of the above (although Thl
and ILC17 cells to a lesser degree), plus ILC22 cells, are also able to produce IL-22 in mice
(Guo et al., 2012; Cella et al., 2014; Rutz et al., 2013). Among these other sources, LTi-like
cells and a subset of YT cells are known to reside in the spleen during the steady state (Cua
and Tato, 2010; Gaffen et al., 2014) and could, therefore, be accounted for at least part of the
IL-17 and IL-22 release in our cultures. Further research is evidently necessary in order to

address the relative importance of each one of these sources in our model.

One of the key points to take into consideration when evaluating the impaired S schenckii

control by IL-23-depleted mice lies within the incomplete blockade of the Th17 response in
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these animals. There are two easily recognizable reasons for that, one being that antibody-
mediated depletion is an inherently incomplete process. The other reason regards the 1L-23-
independent production of Th17 effector cytokines, via the classical TCR-dependent route on
afT cells or through other mechanisms (Guo et al., 2012; Kim and Jordan, 2013; Rutz et al.,
2013). However, if on one hand our model’s IL-23 depletion design may allow mice to
ultimately survive and clear the S schenckii infection, on the other it’s also responsible for
Thl7-unrelated defects in the immune response. First, the IL-23R is expressed by many cell
types other than Th17 cells, such as y6T, INKT, NKp46 and LTi-like cells, DCs, ILC3s,
macrophages and neutrophils (Tan et al., 2009; Zufiiga et al., 2013), although the iINKT cell
subset present in mouse spleen doesn’t seem to express IL-23R or produce IL-17 (Guo et al.,
2012). Second, IL-23R engagement in these cells leads to STAT3-dependent RORyt
upregulation and production of Th17-effector cytokines, being noteworthy that, in contrast to
Th17 cells, IL-23R expression by nearly all innate IL-17 producing cells is constitutive (Cua
and Tato, 2010; Zdfiga et al., 2013). Third, it has been suggested that maintenance of IL-23R
expression in Th17 cells depends on constant stimulation by 1L-23, whose absence may cause
Th17 cells to undergo conversion into a IL-10-producing phenotype (Zufiga et al., 2013).
Therefore, while it would be elucidating to explore the host’s ability to contain the S
schenckii infection in the settings of a complete absence of IL-23, it’s equally important to
clarify the specific role played by the Th17 response and by single effector cytokines within

it.

Our findings add S schenckii to the list of opportunistic pathogens needing attention in the
wake of new therapies, specifically targeted against Th17 responses, developed to minimize
transplant rejections, combat certain kinds of cancer and, more prominently, chronic
inflammatory conditions. We wonder what effects the complete abrogation of all Th17 or IL-

17 family responses, or the specific blockade of IL-17 or IL-17F, would have on the host’s
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susceptibility to S. schenckii, given that recent human clinical trials targeting IL-23, IL-17, IL-
17 receptor A (IL-17RA) or the IL-12/23p40 subunit have shown big differences both in
susceptibility to infections and efficacy of the treatment. In summary, this is the first report
showing both the development of the Th17 response and its importance for the host immune
response to S schenckii, advancing the current understanding of the pathogenesis of this

emerging opportunistic pathogen.

5. Conclusions

The S. schenckii systemic infection was able to stimulate both the development of Th17

cells and the release of the major effector cytokines produced by them: IL-17 and IL-22.

= The infection was effectively controlled despite the near absence of Th1l cells.

= Inhibition of the Th17 response by treating mice with the anti-IL-23p19 mAb
significantly impaired the animals’ ability to control, but not to survive the infection.

= Apoptosis, as measured by the Annexin V binding assay, increased during infection with

a similar Kinetic to that of the Th17 cell development.
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Figure 1. Systemic infection kinetics: mice were intraperitoneally inoculated with 10° S. schenckii yeast
cells. On indicated days, mice were sacrificed and the spleens were removed for assessment of the
systemic fungal load. Adequate dilutions of the spleen macerate were inoculated, in duplicate, on
Mycosel agar plates and the resulting CFU were counted after 3 and 6 days post-inoculation. CFU
counts equal to zero are presented as 1 (one) in order to appear on the log scale. Doted lines represent
the chosen time-points for conducting further experiments. Results are presented as the individual

measures from 4 independent experiments.
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Figure 2. Kinetics of T-bet and RORyt expressing Th cells in the spleen: mice were intraperitoneally
inoculated with 10° S schenckii yeast cells in PBS (infected) or sterile PBS only (control). On
indicated days post-inoculation, mice were sacrificed for removal of the spleen and the resulting
splenocytes were stained as indicated. A-C: representative plots and gating strategy for determination
of T-bet+, RORyt+ or T-bet+tRORyt+ Th cells. D-F: percentage of indicated subsets inside the
spleen’s main population. Statistical significance was determined by two-way ANOVA using Sidak’s
multiple comparisons test and a 95% confidence interval. * (p < 0.05) and **** (p < 0.0001), when
compared to the control group in each time-point. Results are presented as the mean = SD of 3

animals.
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Figure 3. Kinetics of splenocytes’ ex vivo release of Thl and Thl7 effector cytokines: mice were
intraperitoneally inoculated with 10° S schenckii yeast cells in PBS (infected) or sterile PBS only
(control). On indicated days post-inoculation, mice were sacrificed for removal of the spleen and the
resulting splenocytes were cultured for 24 hours in the presence of HKss. Supernatant-accumulated
cytokines were measured by ELISA, in duplicate, according to the manufacturer’s instructions. A-C:
ex-vivo release of indicated cytokines. Statistical significance was determined by two-way ANOVA
using Sidak’s multiple comparisons test and a 95% confidence interval. *** (p < 0.001) and **** (p <
0.0001), when compared to the control group in each time-point. Results are presented as the mean +

SD of 3 animals.
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Figure 4. Systemic fungal load and ex vivo release of cytokines following IL-23 depletion: mice were
intraperitoneally inoculated with sterile PBS (control) or 10° S. schenckii yeast cells in PBS added
with 10 pg of an anti-IL-23p19 neutralizing mAb (anti-1L-23), its isotype control (iso) or without any
addition (PBS) and then treated on alternate days through the same route with 10 pg of the anti-1L-23
mAb (anti-1L-23), its isotype control (iso) or PBS alone (control and PBS), as indicated. On day 10
post-infection, mice were sacrificed and the spleens were removed for assessment of the systemic
fungal load by plating an adequate dilution of the spleen macerate, in duplicate, on Mycosel agar.
Additionally, splenocytes were cultured for 24 hours in the presence of HKss and the supernatant-
accumulated cytokines were measured by ELISA, in duplicate, according to the manufacturer’s
instructions. A-C: ex vivo release of indicated cytokines. D: fungal load in the spleen of mice on day
10 post-infection; CFU counts equal to zero are not shown on the log scale. E: fungal load in the
spleen of surviving mice on day 28 post-infection; CFU counts equal to zero are presented as 1 (one)
in order to appear on the log scale. Statistical significance was determined by one-way ANOVA using
Tukey’s multiple comparisons test, except for Figure E, where statistical significance was determined
by the T test with correction for multiple comparisons by the Holm-Sidak method. In both cases the
confidence interval was set at 95%. * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001), **** (p < 0.0001) and
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422  mean * SD of 3 animals (A-D) or as the individual measures from 10 mice with the line crossing at the
423  median (E).
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Figure 5. Changes in spleen’s Thil, Thl7 and NK cells frequency following IL-23 depletion: mice were
intraperitoneally inoculated with sterile PBS (control) or 10° S schenckii yeast cells in PBS added
with 10 pg of an anti-IL-23p19 neutralizing mAb (anti-IL-23), its isotype control (iso) or without any
addition (PBS) and then treated on alternate days through the same route with 10 pg of the anti-1L-23
mADb (anti-1L-23), its isotype control (iso) or PBS alone (control and PBS), as indicated. On day 10
post-infection, mice were sacrificed for removal of the spleen and the resulting splenocytes were
stained as indicated. A-C: representative plots and gating strategy for determination of T-bet+,
RORyt+ or T-bet+RORyt+ Th cells. D: representative plot and gating strategy for determination of
CD3-CD49b+ NK cells. E-G: percentage of indicated subsets inside the spleen’s main population. H:
percentage of CD3-CD49b+ NK cells in the ungated sample. Statistical significance was determined
by one-way ANOVA using Tukey’s multiple comparisons test and a 95% confidence interval. * (p <
0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) and **** (p < 0.0001), when compared to the control group or as

indicated. Results are presented as the mean + SD of 3 animals.
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Highlights

S. schenckii systemic mice infection upregulates Th17 cells, IL-17 and IL-22.

2. The infection is effectively controlled despite the near absence of Th1l cells.
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Blockade of the Th17 response didn’t affect survival nor late fungal control.
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