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Resumo

A esporotricose é uma infeccdo fungica causada pelas espécies do complexo Sporothrix, incluindo
Sporothrix schenckii sensu stricto. Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRS), pertencentes as
células da resposta imune inata, reconhecem os padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). Uma classe de PRRs que tem sido associada ao reconhecimento de fungos € a dos
receptores Nod-like (NLR). Apds o reconhecimento de PAMPs, os receptores NLR family pyrin
domain-containing 3 (NLRP3), em conjunto com a molécula adaptadora Apoptosis-associated
speck—like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) e com a caspase-1, formam o
inflamassoma NLRP3. Quando ativado, este complexo protéico promove a maturacao das citocinas
pré-inflamatorias IL-1p e IL-18, que influenciam no desenvolvimento das respostas imune Thl7 e
Th1, respectivamente. O inflamassoma NLRP3 também € responsavel pela piroptose, uma morte
celular inflamatéria regulada por caspase-1. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
papel do inflamassoma NLRP3 em modelo de infecgcdo sistémica por S. schenckii, utilizando um
camundongo selvagem (WT) e trés diferentes camundongos knockout (KO): NLRP3”, ASC™ e
Casp-17". Todos os animais KO foram mais suscetiveis que os WT na infecgdo por S. schenckii. A
ativacdo do inflamassoma NLRP3 foi essencial para a liberacéo ex vivo de NO, IL-1p, IL-17, IL-18,
mas ndo para IFN-y. Além disso, S. schenckii desencadeou maior expressao de caspase-1 ativa e
maior porcentagem de células em piroptose nos animais WT. Em adicédo, o inflamassoma NLRP3
também foi crucial para a formacdo de respostas imunes adaptativas, visto que as frequéncias de
celulas Thl7 e Th1/Th17 estavam reduzidas nos animais KO infectados. Por outro lado, a auséncia
de ativacdo deste complexo proteico resultou em aumento da frequéncia de células T citotdxicas
nesta infeccdo. Em concluséo, nossos resultados mostraram que o inflamassoma NLRP3
correlaciona o desencadeamento das respostas imunes inata e adaptativa no reconhecimento de S.

schenckii, contribuindo com a resposta protetora do hospedeiro durante a infecgéo por este fungo.

Palavras chaves: Inflamassoma NLRP3, citocinas, piroptose e Sporothrix schenckii.



Abstract

Sporotrichosis is a mycosis caused by fungi from the Sporothrix schenckii species complex, whose
prototypical member is Sporothrix schenckii sensu stricto. Pattern recognition receptors (PRRS)
recognize and respond to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and shape the following
adaptive immune response. A family of PRRs most frequently associated to fungal recognition is
the nucleotide-binding oligomerization domain—like receptor (NLR). After recognition of a PAMP,
NLR family pyrin domain—containing 3 (NLRP3) binds to apoptosis-associated speck—like protein
containing a caspase recruitment domain (ASC) and caspase-1 to form the NLRP3 inflammasome.
When activated, this complex promotes maturation of the pro-inflammatory cytokines interleukin
(IL)-1p and IL-18 that influence the development of the Th1l7 and Thl immune responses,
respectively. In addition, the NLRP3 inflammassome is responsible for pyroptosis, a highly
inflammatory cell death regulated by caspase-1. In this work, we aimed to evaluate the role of the
NLRP3 inflammasome to the outcome of the S. schenckii infection using a wild-type mice (WT)
and three different knockout mice (KO): NLRP3”, ASC”, and Casp-17". All the KO mice were
more susceptible to the infection than the WT during the S. schenckii infection. Furthermore, the
NLRP3 inflammasome seems to be critical to the ex vivo release of NO, IL-1p, IL-18, and IL-17,
but not IFN-y. The S. schenckii infection led to increased activation of caspase-1 and cell death by
pyroptosis in WT mice. Also, a role for the inflammasome in shaping the adaptive immune
response was suggested by lower frequencies of type 17 helper T (Th17) and Th1/Th17 cells in S.
schenckii-infected KO mice. On the other hand, absence of any of the inflammasome components
resulted in increased frequency of cytotoxic T cells in this infection. As a whole, our results indicate
the NLRP3 inflammasome links the innate recognition of S. schenckii to the adaptive immune

response, thus contributing to protective response in the infection by this fungus.

Keywords: NLRP3 inflammasome, cytokines, pyroptosis and Sporothrix schenckii.



1. Introducéo

As infecgdes fungicas tém aumentado de forma significativa nos ultimos anos, uma vez
que a utilizacdo de antibidticos de amplo espectro e de terapias imunossupressoras, dentre outros
fatores, tém facilitado o aparecimento de novos fungos patogénicos e o surgimento de doencas
micoticas antes incomuns. Este fato tem se tornado um problema grave de satde publica devido aos
inimeros prejuizos causados por micoses nos seres humanos e em outros animais (van de Veerdonk
et al., 2015). As espécies do complexo Sporothrix, incluindo Sporothrix pallida, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii
sensu stricto sdo os agentes etiologicos da esporotricose, uma doenca micoética, que afeta os seres
humanos e outros animais, caracterizada pela evolucdo aguda e crénica de lesdes nodulares
cutaneas ou subcutaneas que podem se disseminar para outros tecidos. A infeccdo do hospedeiro
ocorre pela inoculacdo pds-traumatica do fungo presente no solo, plantas e em matéria organica em
decomposicdo, pela inalacdo de conidios ou ainda pela transmissdo zoonotica, especialmente de
caes e gatos (Barros et al., 2011; Oliveira et al., 2014; Rodrigues et al., 2016).

A esporotricose tem sido relatada em varios paises, e em muitos desses locais ocorreram
epidemias desta doenca, principalmente, naqueles localizados em regibes com climas tropicais e
subtropicais. No entanto, por ndo ser uma doenca de notificacdo compulséria, sua exata prevaléncia
é desconhecida. No Brasil, os casos de esporotricose tém aumentado, pois, entre os anos de 1987 e
1997, foram diagnosticados 13 casos da doenca em humanos, enquanto que uma epidemia, com
mais de 750 humanos, 1.503 gatos e 64 cées doentes, foi observada entre os anos de 1998 e 2004
(Schubach et al., 2008; Chakrabrti et al., 2015). Na cidade do Rio de Janeiro, onde a esporotricose é
hiperendémica, a situacdo é especialmente preocupante, pois entre 1998 e 2009 foram confirmados
aproximadamente 2.200 casos de humanos e 3.244 de felinos com a doenga (Barros et al., 2010).

A variedade de apresentacgdes clinicas da esporotricose, assim como a regressdo espontanea
da doenca em alguns casos, depende de diversos fatores, tais como a viruléncia e a profundidade da

cepa inoculada, a carga do inoculo e o estado imunoldgico do hospedeiro (Barros et al., 2011). As
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formas mais graves da doenca tém sido observadas, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
diagnosticados com diabetes mellitus, com histérico de uso abusivo do alcool ou que fazem uso de
drogas imunossupressoras, sugerindo que a patogenia da infeccdo por S. schenckii esta intimamente
relacionada aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Vasquez-del-Mercado et al., 2012; Govender
et al., 2015).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia e na suscetibilidade do hospedeiro
a infeccdo por S. schenckii ainda nao foram totalmente compreendidos (Carlos et al., 2009), mas
trabalhos realizados em nosso laboratério mostraram que ha participacdo efetiva das respostas
imunes inata, celular e humoral no combate a este patdgeno (Carlos et al., 2015). Foi demonstrado
que as células T auxiliares do tipo 1 (Thl) e Th2 sdo desenvolvidas contra antigenos especificos
presentes na parede celular de S. schenckii (Maia et al., 2006) e, mais recentemente, 0
desenvolvimento de uma resposta Th17 protetora, com a participacdo de células Thl7 e células
mistas Th1/Th17, bem como a liberacdo ex vivo aumentada de interleucina (IL)-17 e IL-22, na
infeccdo por S. schenckii (Ferreira et al., 2015).

O reconhecimento inato de patdgenos por receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) desempenha um papel critico na resolucdo das infeccdes (Erwig e Gow, 2016). Para
prevenir a invasdo de patdgenos, os PRRs monitoram os espacos intra e extracelulares a fim de
reconhecerem e responderem aos padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e aos
padroes moleculares associadas a danos celulares (DAMPs) (Guo et al., 2015). Em fungos, as
substancias presentes na parede celular, tais como B-glucana, quitina e manana sdo 0s principais
PAMPs reconhecidos pelos PRRs (Plato et al., 2015).

Atualmente, ha pelo menos cinco grandes familias de PRRs que operam de forma
coordenada para reconhecer os sinais de estresse produzidos pelas células durante uma infecgdo ou
lesdo celular: Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors (CLRs), retinoic acid inducible

gene-l (RIG-I)-like receptors (RLRs), absent-in-melanoma (AIM)-like receptors (ALRs) e, mais
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recentemente, os nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs)
(Erwig e Gow, 2016; Kim et al., 2016). Nesse sentido, estudos realizados em nosso laboratorio,
mostraram a importancia dos receptores TLR-2 e TLR-4 no reconhecimento de S. schenckii, pois a
auséncia desses receptores reduziu de forma surpreendente a producdo de citocinas e mediadores
pré-inflamatorios (IL-1B, TNF-a, IL-6, NO e H,0,), anti-inflamatorios (IL-10), morte celular por
apoptose e indices de fagocitose, sugerindo uma participacdo importante desses receptores na
esporotricose (Sassa et al., 2009, 2012; Negrini et al., 2013, 2014). Assim, ha uma razdo para se
acreditar que outros PRRs possam participar no desencadeamento da resposta imune do hospedeiro
contra S. schenckii.

Os receptores NLRs sdo PRRs encontrados no citosol de células granulociticas e devido a
sua localizacdo atuam como uma segunda linha de defesa para o hospedeiro (Zoete et al., 2014).
Sabe-se que ha varios subtipos dos receptores NLRs, como NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4,
AIM2, dentre outros; e que cada um destes receptores possui capacidade especifica para reconhecer
determinados PAMPs e DAMPs (Saavedra et al., 2015). Entretanto, o receptor NLRP3 surgiu como
0 mais versatil devido a sua ampla especificidade, pois tem sido associado ao reconhecimento de
diversos agentes patogénicos, incluindo alguns importante fungos, como Candida albicans (Joly et
al., 2009; Hise et al.,2009; van de Veerdonk et al., 2011), Aspergillus fumigatus (Said Sadier et
al.,2010), Cryptococcus neoformans (Guo et al.,2014) e Paracoccidioides brasiliensis (Tavares et
al., 2013; Ketelut-Carneiro et al., 2015).

Apos a sinalizagdo e o reconhecimento de particulas estranhas, os receptores NLRP3 se
ligam a molécula adaptadora Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase
recruitment domain (ASC), que por sua vez, ativa a caspase-1, formando o inflamassoma NLRP3.
Quando ativado, este complexo proteico por meio da clivagem mediada por caspase-1 promove a
maturagdo da pro-IL-1p e da pro-1L-18 em suas respectivas formas ativas (Ulland et al., 2015; Kim
et al., 2016). Por sua vez, as citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18 contribuem para a defesa

antifungica do hospedeiro por aumentarem a capacidade antimicrobiana dos fagocitos e iniciarem as



respostas imunes adaptativas Th17 e Thl, respectivamente (van de Veerdonk et al., 2011). Além de
induzir a producdo de citocinas pro-inflamatorias, o inflamassoma NLRP3 também protege o
hospedeiro contra os patdgenos invasores por meio da piroptose, uma morte celular altamente
inflamatdria regulada pela caspase-1 (de Vasconcelos et al., 2016).

Por ser importante para o desencadeamento da resposta imune do hospedeiro frente a
varios agentes agressores e devido a seu papel protetor em varias doengas, incluindo as fangicas, o
inflamassoma NLRP3 tem sido um alvo promissor para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (van de Veerdonk et al., 2015). Recentemente, mostramos que macrofagos peritoneais
de camundondos Balb/c infectados com S. schenckii tiveram reduzida atividade de caspase-1,
concomitantemente a diminuicdo da secrecdo de IL-1B ¢ IL-18 na 42 e 6% semanas pds-infeccao
(Goncalves et al., 2015). Interessantemente, essa reducdo na atividade de caspase-1 ocorreu no
mesmo periodo em que foram relatados, em modelos experimentais semelhantes, aumento da
multiplicacdo fungica no baco e figado, assim como imunossupressdo, dos animais infectados com
S. schenckii (Carlos et al., 2009, 2015), sugerindo-se, portanto, o envolvimento do inflamassoma na
esporotricose.

Por fim, devido a importante participacdo dos receptores TLR-2 e TLR-4 no
reconhecimento de S. schenckii e as evidéncias do envolvimento do inflamassoma nesta infeccao,
muito provavelmente, outros PRRs podem estar envolvidos com a prote¢cdo do hospedeiro na
esporotricose. Deste modo, considerando o crescente numero de casos de esporotricose e a
importancia do inflamassoma NLRP3 nas infec¢Bes fungicas, tornou-se relevante compreender o
papel deste complexo proteico na regulacdo da resposta imune do hospedeiro na infeccdo por S.
schenckii, possibilitando assim o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a

prevencao e o tratamento desta doenca.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Sporothrix schenckii e a esporotricose

A esporotricose € uma doenca micética que acomete os seres humanos e outros animais, e
é caracterizada pela evolugdo aguda e cronica de lesbes nodulares cutaneas ou subcutaneas que
podem se disseminar para outros tecidos. Sporotrhix schenckii foi por muito tempo considerado o
unico agente etioldgico desta doenca, no entanto, atualmente, sabe-se que este fungo faz parte das
espécies do complexo Sporotrhix, que incluem Sporothrix pallida (antes denominado Sporothrix
albicans), Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana,
Sporothrix chilenis e Sporothrix schenckii sensu strictu (Oliveira et al., 2014; Rodrigues et al.,
2013, 2015; Chakrabarti et al., 2015).

O primeiro caso de esporotricose foi relatado nos Estados Unidos por Benjamim Schenk
em 1898. Em 1990, Hektoen and Perkins relataram um segundo caso da doenca e, ap6s isolamento
do microrganismo, verificaram que se tratava do mesmo agente identificado por Schenk e deram-no
0 nome de Sporothrix schenckii (Schenk, 1898; Hektoen e Perkins, 1900). No Brasil, Adolpho Lutz
e Splendore, em 1907, foram os primeiros a relatarem o aparecimento da esporotricose em animais
ao isolarem o patdgeno da mucosa oral de ratos (Lacaz et al., 2002). S. schenckii pertence ao reino
Fungi e durante varios anos, pertenceu a divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae (Lacaz et al., 1998). Depois de uma
revisdo substancial taxondmica dos fungos por Guarro et al. (1999), foi caracterizado na divisdo
Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e familia Ophiostomataceae.

O fungo termodimorfico S. schenckii apresenta a forma miceliar em temperaturas entre 25
°C e 30 °C e os micelios sdo caracterizados pela presenca de hifas delgadas, hialinas, septadas e
ramificadas, com presenca de conidios organizados em grupos. Essas col6nias filamentosas,
macroscopicamente, apresentam coloracdo de branco a creme, que se tornam escuras a negras e,

subsequentemente, enrugadas, com o passar das semanas (Lopes-Bezerra et al., 2006). Ja a fase
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leveduriforme ocorre a 37 °C e as leveduras S. schenckii apresentam estrutura oval sem a presenca
de conidios e sdo parasiticas, ou seja, a forma que se aloja no tecido do hospedeiro. As colonias
leveduriformes séo lisas com coloragdo acastanhada a creme (Valentin-Berrios et al., 2009).

A infecgdo por S. schenckii geralmente ocorre pela inoculacdo pés-traumatica de conidios
deste fungo no hospedeiro, uma vez que o0 agente etioldgico da esporotricose estd amplamente
distribuido na natureza, principalmente em solos, plantas e materiais organicos em decomposicéo
(La Hoz et al., 2012; Rodrigues et al., 2013; Oliveira et al., 2014). No entanto, a doenc¢a também
pode ser adquirida pela inalacdo dos conidios, embora esta seja uma forma de transmissdo mais
rara, ja que a esporotricose ndo apresenta a via pulmonar como foco primario da infec¢do (Aung et
al., 2013).

A prevaléncia da esporotricose era descrita em homens, porém no decorrer dos Gltimos
anos a incidéncia de mulheres contaminadas com S. schenckii tem aumentado, nivelando a
portatividade da doenca em ambos o0s sexos (Bonifaz et al., 2010). A infec¢do por S. schenckii tem
sido corelacionada com a atividade profissional e recreacional dos pacientes, pois ao analisar 0s
fatores envolvidos, verificou-se que a maioria dos acometidos exercia atividades diretamente
relacionadas ao solo e a vegetacdo, tais como agricultura, horticultura, floricultura, mineracéo,
pesca e exploracdo da madeira (Morris-Jones, 2002). No entanto, atualmente, veterinarios,
cuidadores de animais, proprietarios de gatos e manipuladores deste fungo em laboratérios sao
considerados novas categorias de risco para o desenvolvimento desta infec¢do (Barros et al., 2011).

A transmissdo zoonotica é substancial na esporotricose, sendo que a maioria dos casos foi
relatada em areas de condicdes socioecondmicas desfavoraveis das grandes cidades (Chakrabarti et
al., 2015). Os felinos domésticos, em particular, carregam grande nimero do fungo em suas unhas e
na cavidade oral, transmitindo a infeccdo para humanos. No entanto, outros animais, como caes,
tatus, cavalos, camelos, macacos, ratos e papagaios, assim como peixes e golfinhos, podem ser
vetores para esta doenga (Reis et al., 2009; Barros et al., 2011). Um estudo realizado pelo Instituto

de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, no Rio de Janeiro, Brasil, mostrou que 83% dos pacientes e



85% dos cdes doentes tiveram contato com gatos contaminados e que 56% dos seres humanos
relataram que foram mordidos ou arranhados por gatos com esporotricose (Schubach et al., 2008).

Por ndo ser uma doenca de notificacdo compulsoria, a exata prevaléncia e incidéncia da
esporotricose é desconhecida. Mas, sabe-se que esta doenca tem distribuicio mundial e é
especialmente endémica nas regides de clima tropical e subtropical (Alba-Fierro et al., 2014). A
doenca ja foi reportada na Europa (Franca, Espanha, Portugal), Asia (China, india, Jap&o), Africa
(Africa do Sul), Américas do Norte (Estados Unidos e Canadd); Central (México, Guatemala) e do
Sul (Brasil, Coldmbia, Venezuela, Peru) e Australia (Chakrabarti et al., 2015).

Apdbs o grande numero de casos relatados na Franca durante a primeira parte do século
passado, por razbes desconhecidas, 0 numero dos casos diminuiu e a doenca raramente € relatada na
Europa (Chakrabarti et al., 2015). No Japéo, de 1946 a 1982, cerca de 155 casos foram relatados
anualmente, mas este indice reduziu para 50 casos por ano (Lyon et al., 2003). J& em 2005, na
Africa do Sul, a estimativa de incidéncia anual da esporotricose era de 48 a 60 casos por cada cem
mil habitantes (Neyra et al., 2005). Nos Estados Unidos da América, 0 maior surto de esporotricose
ocorreu em 1988 e envolveu 84 casos em 15 diferentes estados, afetando trabalhadores envolvidos
em programas de reflorestamento (Burns et al., 2009). Em regiBes hiperendémicas, como no Peru,
uma taxa de ocorréncia entre 48 a 98 casos por 100.000 pessoas foi descrita, enquanto que no
México a proporcdo é de 25 casos por 1.000 habitantes (Pappas et al., 2000; Bonifaz et al., 2013).

No Brasil, 0 nUmero de casos de esporotricose tem aumentado, pois entre os anos de 1987-
1997 foram observados 13 casos de esporotricose em humanos, enquanto que entre 1998 e 2004 foi
observada uma epidemia da doenca, ja que foram reportados mais de 750 casos em humanos, 1.503
em gatos e 64 em cdes infectados com S. schenckii (Schubach et al., 2008). Especialmente na
cidade do Rio de Janeiro, onde a transmissdo zoonoOtica da esporotricose € hiperendémica, entre
1998 e 2009 foram descritos 2.200 pacientes contaminados com S. schenckii e 3.244 casos de
esporotricose felina (Oliveira et al., 2011; Barros et al., 2004, 2010; Freitas et al., 2010, 2014).

Hoje, a esporotricose € uma das principais causas de hospitalizacdo e mortalidade no Rio de Janeiro



entre as doencgas fungicas (Silva et al., 2012). Na regido sul do Brasil foram encontrados 103 casos
de esporotricose em animais, entre caes e gatos, durante os ultimos dez anos (Madrid et al., 2012).

A esporotricose apresenta diversas manifestacfes clinicas e pode ser classificada como
cutanea disseminada ou fixa, linfocutdnea, mucosa e extracutanea (Vasquez-del-Mercado et al.,
2012). Diversos fatores, como a viruléncia e a profundidade da cepa inoculada, a carga do inéculo e
0 estado imunologico do hospedeiro, podem influenciar nas diferentes formas clinicas da doenca
(Barros et al., 2011). A imunossupressao, independente da causa, provoca pré-disposicao para as
formas mais graves da doenca (Govender et al., 2015). A infeccdo pelo virus HIV, terapias
imunossupressoras, 0 uso abusivo de alcool e a diabetes mellitus também tém sido descritos como
fatores de suscetibilidade para a infeccdo com S. schenckii (Vasquez-del-Mercado et al., 2012).

A forma cutanea da doenca é caracterizada pelo aparecimento de lesGes verrucosas ou de
papulas que ficam limitadas ao local da inoculacdo do fungo (cutanea fixa) ou que se espalham em
varias partes do corpo (cutanea disseminada), sendo a face e 0s membros superiores e inferiores as
regibes mais acometidas (Roldan-Marin et al., 2009). Por outro lado, a forma linfocutanea é
caracterizada pela presenca de nddulos eritematosos que podem ser ulcerativos ou necréticos, com
posterior aparecimento de nédulos linfaticos que resultam em linfoedema (Bonifaz et al., 2010). A
forma mucosa da esporotricose € a mais rara e se desenvolve como lesBes verrucosas,
granulomatosas ou ulcerativas que afetam os olhos, provocando sinais clinicos de dacriocistite, e
anexos, como palato, faringe, traqueia ou nariz (Fontes et al., 2007; Freitas et al., 2014).

A esporotricose extracutanea inclui as formas osteoarticular, pulmonar e sistémica, sendo
estas caracterizadas como as mais graves da doenga (Orofino-Costa, 2010). Estes casos, geralmente,
ocorrem em pacientes imunocomprometidos, sugerindo que S. schenckii € um patégeno oportunista
(Freitas et al., 2011), mas casos pulmonares também foram relatados em pacientes
imunocompetentes (Aung et al.,, 2013). A forma sistémica € a mais grave, pois envolve o
acometimento de multiplos érgdos, podendo, inclusive, afetar o sistema nervoso central e nervos

periféricos e causar meningites e neuropatias significativas (Freitas et al., 2011). Em pacientes HIV
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positivos, a forma sistémica pode ser manifestada como uma sindrome imune inflamatdria depois
de iniciada a terapia com antiretrovirais (Gutierrez-Galhardo et al., 2010; Lépez-Romero et al.,
2011).

Os fatores de viruléncia sdo definidos como caracteristicas presentes em determinados
microrganismos que permite ou favorece o crescimento deste patdgeno no hospedeiro. S. schenckii
apresenta varios destes fatores, incluindo: o dimorfismo, a termotolerancia, a sintese de ergosterol
perdxido, a producdo de melanina, a presenca de adesinas e proteases, € 0s componentes da parede
celular (Nascimento et al., 2008; Ruiz-Baca et al., 2009; Teixeira et al., 2009, 2010). Em relacdo ao
dimorfismo, S. schenckii é capaz de modificar sua morfologia e fisiologia para enfrentar novas
condicdes, assim como para se evadir da resposta imune do hospedeiro. Portanto, o dimorfismo
tanto em nichos ecoldgicos quanto em diferentes hospedeiros é relevante para a patogenicidade
deste fungo (Nemecek et al., 2006, Casadevall et al., 2003; Gauthier e Klein, 2008). Em um outro
trabalho, foi demonstrado que isolados fungicos com baixa termotolerancia apresentaram maior
incidéncia de esporotricose na forma cutdnea fixa, enquanto que isolados com maior
termotolerancia, apresentaram maior incidéncia da doenca na forma linfocutanea, sugerindo uma
ligacdo entre a termotolerancia e a viruléncia deste patdgeno (Mesa-Arango et al., 2002).

Outro componente isolado da membrana das formas leveduriformes de S. schenckii e que
estd envolvido com sua viruléncia é o ergosterol, podendo atuar como um mecanismo de escape do
fungo das espécies reativas de oxigénio durante a fagocitose por meio da formacdo do ergosterol
peréxido (Sgarbi et al., 1997; Carlos et al., 2003). Por outro lado, tem sido relatado que a
melanizagdo dos conidios protege S. schenckii da radiagdo ultravioleta e que, durante a infecgdo, a
presenca de melanina afeta os mecanismos de defesa do hospedeiro, pois este pigmento torna os
conidios do fungo mais resistentes & agdo de intermediarios reativos do nitrogénio e do oxigénio e a
fagocitose que aqueles conidios ndo produtores de melanina (Romero-Martinez et al., 2000; Morris-

Jones et al., 2003; Almeida-Paes et al., 2009; Madrid et al., 2010).

26



A aderéncia dos patogenos as células endoteliais e epiteliais, bem como em componentes da
matriz extracelular, é essencial para uma invasdo eficaz do microrganismo. As adesinas, localizadas
na superficie da célula, favorecem a adesdo do patdgeno aos tecidos do hospedeiro e,
consequentemente, facilitam sua disseminacdo (Teixeira et al., 2009, 2010). Alguns estudos tém
mostrado que componentes da parede celular de S. schenckii estdo envolvidos na aderéncia deste
fungo as células hospedeiras e na tentativa de desenvolver uma vacina contra este patdgeno,
imunizacBGes com anticorpos monoclonais contra adesinas deste microrganismo tém obtido sucesso
em modelo experimental murino (Figueiredo et al. 2004; Nascimento et al., 2008). A capacidade de
adesdo de S. schenckii também pode estar associada a presenca de proteases, uma vez que algumas
enzimas extracelulares, como as fosfatases acidas, serinas, colagenase, parecem desempenhar
importante papel na interacdo das leveduras S. schenckii com macréfagos e outras células do
hospedeiro (Hogan et al., 1996; Nascimento e Almeida, 2005; Sandoval-Bernal et al., 2010).

Adicionalmente, os componentes da parede celular de S. schenckii, incluindo glicoproteinas,
lipideos, polissacarideos e carboidratos, sdo as principais estruturas do fungo envolvidas na
interacdo com o hospedeiro. A fracdo glicoproteica isolada da parede celular de S. schenckii é
denominada peptideo-ramnomanana e € composta por ramnose, manose, galactose e proteina
(Lloyd e Bitoon, 1971; Shimonaka et al., 1975; Lopez-Romero et al., 2011). Como exemplo, pode-
se citar a glicoproteina de 70 kDa (gp70) que medeia a interacdo do fungo com as proteinas da
matriz extracelular do tecido hospedeiro, suportando que esta glicoproteina tem papel de adesina
(Ruiz-Baca et al., 2009, Teixeira et al., 2009). Outro componente da parede celular de S. schenckii é
de natureza lipidica e parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento desta micose,
uma vez que foi capaz de inibir a fagocitose em ensaios in vitro (Carlos et al., 2003). Ainda assim,
moléculas de acido sialico presentes na superficie de S. schenckii desempenham importante papel
na patogenicidade deste fungo, uma vez que a remog¢do enzimatica dos residuos de acido sialico das

formas infectantes de S. schenckii tornou o fungo mais suscetivel a fagocitose (Oda et al., 1983).
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Além disso, as formas saprofiticas ndo infectantes contém menos residuos de acido sialico em sua
superficie (Alviano et al., 1999).

Em continuidade, os polissacarideos da parede celular de S. schenckii incluem glicose,
manose, galactose, polimeros de a- e B-glucanas, galactomanana e quitina (Kanetsuna e Carbonell,
1970; Kanetsuna et al., 1972). As B-glucanas podem ser alcalis solGveis ou insolGveis e ambas séo
encontradas nos dois estagios morfologicos de S. schenckii. As glucanas alcalinas solGveis presentes
em leveduras de S. schenckii contém ligagdes B(1,3), B(1,6) e B(1,4) na proporgdo de 44%, 28% e
28%, respectivamente. Enquanto, as glucanas alcalinas insollveis, que compdem a fracdo F1,
contém ligagdes PB(1,3), B(1,6) e B(1,4) numa propor¢do de 66%, 29% e 5 %, respectivamente
(Previato et al., 1979, Lépez-Romero et al., 2011). Por serem substancias altamente imunogénicas,
0s componentes da parede celular de S. schenckii tém se destacado para o desenvolvimento de
vacinas e testes soroldgicos para o diagnostico e tratamento da esporotricose (Alba-Fierro et al.,
2014). Em nosso laboratério, os diferentes antigenos presentes na parede celular de S. schenckii tém
sido extensivamente estudados sobre o tipo de resposta imunoldgica que induzem, os receptores de
reconhecimento padrdo envolvidos no seu reconhecimento e as correspondentes vias de sinalizacdo
que sdo ativadas (Carlos et al., 2015).

Em adicdo aos dados expostos, os fungos possuem grande probabilidade de agravar seus
mecanismos de patogenicidade no meio ambiente, pois adquirem a capacidade de adesdo as
superficies e de formar biofilmes, competir com outros microrganismos e lidar com mudancas de
fatores fisicos (temperatura, radiacdo ultravioleta e umidade), quimicos (pH, metais, osmolaridade,
hidrocarbonetos, pesticidas) e bioldgicos (microrganismos) (Pérez-Sanchez et al., 2010). Portanto, a
interacdo entre o ambiente, o patdgeno e o hospedeiro tem efeito fundamental na diversidade,
frequéncia e distribuicdo de espécies do complexo Sporothrix e 0s casos de esporotricose. Assim, as
condicdes adversas no habitat natural do fungo podem desencadear a expressao de diferentes fatores
de viruléncia que proporcionam vantagens de sobrevivéncia a este patdgeno tanto no ambiente

como nos tecidos hospedeiros (Rodrigues et al., 2014).
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Interessantemente, estudos mostraram que S. schenckii pode modificar sua viruléncia em
resposta a determinados estressores ambientais (Téllez et al., 2014). Nesse sentido, S. schenckii foi
capaz de resistir a influéncia de radiacdes ultravioletas (UV), no entanto foram observadas
alteracdes morfologicas das coldnias fungicas dependendo da cepa e da dose de luz UV (Torres-
Guerrer e Arenas-Lopez, 1998). Em adicdo, cepas S. schenckii que tiveram contato e que
degradaram hidrocarbonetos volateis foram relacionadas com as formas mais graves da doenca em
humanos, causando especialmente infecgdes neuroldgicas em individuos imunocompetentes
(Prenafeta-Boldu et al., 2006). Subsequente, a interacdo de fungos dimdrficos, incluindo S.
schenckii, com a ameba de solo Acanthamoebae castellanii mostrou que a ingestdo da levedura por
essa ameba resultou na morte do parasita € no aumento do crescimento fungico, fato que contribuiu
com a patogenicidade dos fungos devido a selecdo dos mesmos no ambiente (Steenbergen et al.,
2004) .

Para o tratamento de todas as formas de esporotricose, atualmente, é utilizado o
itraconazol. Contudo, para as formas mais simples da doenca e em paises sub-desenvolvidos, a
solucdo saturada de iodeto de potassio continua sendo o farmaco de primeira escolha. Outra op¢éo,
é a terbinafina, que tem sido eficaz no tratamento da esporotricose cutanea. Entretanto, para o
tratamento da doenca em estagios avancados, durante a gravidez e em pacientes imunodeprimidos,
a anfotericina B é o farmaco utilizado inicialmente, sendo seguido pelo itraconazol durante o
restante do tratamento até a recuperacdo do paciente (Mahajan et al., 2014). Apesar da eficacia
geral destes farmacos, diversos problemas permanecem, incluindo a terapia cronica, manifestacdes
de toxicidade e resisténcia fangica, que limitam a utilizagdo destes principios ativos. Por isso, é
imprescindivel a pesquisa de novos agentes que possam ser ativos contra as espécies do complexo

Sporothrix (Batista-Duharte et al., 2015).
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2.2. Imunologia e o Sporothrix schenckii

A resposta imunologica efetiva contra os fungos requer a contribuicdo coordenada das
respostas imune inata e adaptativa. A imunidade inata consiste de uma série de mecanismos
desenvolvidos inicialmente para combater um agente invasor que tem a capacidade de induzir a
ativacdo das células da resposta adaptativa por meio da apresentacdo de antigenos, co-estimulacéo e
producdo de diversos mediadores imunoldgicos. Ja a resposta imune adaptativa, sob estimulacdo do
sistema inato, desempenha um papel crucial na resposta imune devido a ativacdo da imunidade
celular e humoral, que reconhece com especificidade os diversos antigenos e promove a expansao
clonal das células T e B, resultando na remocdo alvo das particulas estranhas (Green et al., 2000;
Charalampos e Roilides, 2005; Wuthrich et al., 2012).

Sabe-se que as respostas imunoldgicas do hospedeiro participam do progresso e da
regressao da esporotricose, indicando que a patogenia desta infeccdo estd intimamente ligada aos
mecanismos de defesa do hospedeiro (Carlos et al., 2009). Contudo, os mecanismos imunoldgicos
envolvidos na prevencdo e no controle de infeccdes por S. schenckii ainda ndo foram
completamente elucidados, mas estudos mostram a participacdo das respostas imunes inata, celular
e humoral, e estas parecem ser desencadeadas por diferentes antigenos obtidos de S. schenckii
(Carlos et al., 2015).

Os tipos de células predominantes utilizadas para a defesa antifungica na resposta imune
inata incluem as células imunes ndo classicas, como células epiteliais, células endoteliais e
plaquetas; e as células imunes classicas, como os macrofagos, células dendriticas (DC), neutréfilos,
células natural killer (NK) e células linfoides inatas (ILCs). Além disso, as células pertencentes ao
sistema imune inato séo caracterizadas pela presenca de receptores com ampla especificidade. No
entanto, € importante compreender que existem varias outras populacfes celulares que podem
contribuir para respostas antifungicas, embora permanegam pouco caracterizadas no contexto das

infeccOes fungicas (Becker et al., 2015).
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A eliminacdo de microrganismos por macrofagos depende da fagocitose, da apresentagédo
de antigenos as células T, da liberacdo de citocinas e agentes microbicidas, como os intermediarios
reativos do oxigénio (IRO), como o perdxido de hidrogénio (H,0O,); e do nitrogénio (IRN), como o
oxido nitrico (NO) (Mlambo e Sigola, 2003; Pluddemann et al. 2011; Trzeciak-Ryczek et al.,
2015). A producdo de NO, que pode ser induzida por IFN-y, € um fator determinante para a defesa
inata do hospedeiro frente a diversas infecgdes, incluindo as flangicas, devido a seus efeitos
citotoxicos e por ser um mediador da atividade fagocitica dos macréfagos (Green et al., 2000;
Gonzalez et al., 2000; Moreira et al., 2010). Nesse sentido, 0 componente lipidico da parede celular
de S. schenckii foi capaz de inibir a fagocitose deste patdgeno e induzir elevada liberacdo de NO e
TNF-o em cultura de macrdfagos peritoneais (Carlos et al., 2003). Em contrapartida, a liberagéo de
IL-1B, IL-2 e H,O, foi importante para controlar a infecgédo por S. schenckii durante a fase inicial da
esporotricose, mas em seguida favoreceu a disseminacdo flngica, principalmente, devido a
atividade imunossupressora de H,O, (Maia et al., 2016).

A interacdo entre os fagdcitos, as células T e os antigenos microbianos promove uma
resposta imunoldgica eficaz e importante para o desenvolvimento da resisténcia do hospedeiro a
uma variedade de infec¢bes fungicas (Tachibana et al., 1999; Romani, 2011). Nessa interacdo,
ocorre a participacdo das citocinas, que possuem a capacidade de modular a inflamacéo e a resposta
imunolégica no decorrer de episddios traumaticos ou infecciosos, pois sdo responsaveis pelo
crescimento e diferenciacdo de diferentes tipos celulares (Muller, 2002). Assim, torna-se claro que
as citocinas desempenham papel fundamental na regulacdo da resposta do hospedeiro contra
fungos, uma vez que podem influenciar o tipo celular envolvido no combate ao patogeno (Becker et
al., 2003; Balloy et al., 2005; Charalampos e Roilides, 2005).

De acordo com a presenca de determinadas citocinas, os macréfagos podem desempenhar
diferentes papeis em resposta aos microrganismos e desenvolverem mais de um fenotipo funcional:
classico (M1) ou alternativo (M2). As citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e IL-12, direcionam

0s macrofagos para a ativagdo M1, que podem contribuir com a lesdo tecidual e a patogénese. Ja as
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citocinas anti-inflamatorias, como o TGF-B, direcionam para a ativagdo M2, que promovem a
angiogénese e a remodelacdo e reparacdo dos tecidos (Mosser and Edwards, 2008). Em nosso
laboratdrio, mostramos, com base na expressdo de CD197 e CD121b (Células M1) ou CD23 e
CD206 (celulas M2), que ocoreu predominancia de células M2 durante todo o periodo experimental
com S. schenckii. No entanto, ocorreu aumento da liberacdo ex vivo de IL-12 e NO nas 22 e 4?
semanas apos a infeccdo, sugerindo que os macrofagos M1 estdo presentes neste periodo. Por outro
lado, sugeriu-se o predominio de macréfagos M2 no final da infeccdo (62 e 82 semanas), ja que neste
periodo ocorreu o pico da liberacdo ex vivo de IL-10 e TGF- 3 (Alegranci et al., 2013).

Como dito anteriormente, para impedir a invasao dos agentes agressores, as células do
sistema imune inato possuem receptores que reconhecem e respondem aos padrées moleculares
associados a agentes patogénicos (PAMPS) e a presenca de danos ou estressores celulares (DAMPS)
(Latz et al., 2013). Esses receptores sdo conhecidos como receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) e tém a funcdo de monitorar 0 espaco extra e intracelular contra sinais de infec¢do ou de
lesdo celular, desencadeando mecanismos iniciais que sdo criticos para a defesa do hospedeiro
(Kanneganti et al., 2007; Vera-Cabrera et al., 2012). Em fungos, as substancias presentes na parede
celular, tais como B-glucana, quitina e manana sdo os principais PAMPs reconhecidos pelos PRRs
(Plato et al., 2015).

Atualmente, ha pelo menos cinco grandes familias de PRRs que operam de forma
coordenada para reconhecer 0s sinais de estresse produzidos pelas células durante uma infeccéo ou
lesdo celular: Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors (CLRs) RIG-I-like receptors
(RLRs), AIM-like receptors (ALRs) e, mais recentemente, os NOD-like receptors (NLRs). Os
TLRs e CTLs estdo localizados na membrana plasmatica, enquanto os RLRs, ALRs e 0s NLRs sdo
PRRs intracelulares (Erwig e Gow, 2016; Kim et al., 2016).

A participacdo dos receptores TLR2 e TLR4 j& foi reportada na esporotricose. Estudos
prévios do laboratério avaliaram o envolvimento de TLR-2 na resposta imune induzida por S.

schenckii e mostraram que este receptor interfere de forma surpreendente na producdo de citocinas e
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mediadores pré-inflamatérios, pois em animais TLR2” houve auséncia completa da producéo de
TNF-a, IL-1pB, IL-12, IL-10 e NO e da resposta Th1 (Negrini et al., 2013, 2014). Ja a participacédo
do receptor TLR4 foi avaliada em animais TLR-4 deficientes (C3H/HeJ) e TLR-4 normais
(C3H/HePas) e os niveis de mediadores pro-inflamatérios (IL-1p, TNF-a, IL-6, NO e H,0; ), anti-
inflamatdrios (IL-10), assim como a expressdo de NF-xB e a morte celular por apoptose, estavam
reduzidos nos animais com deficiéncia no receptor TLR-4 (Sassé et al., 2009, 2012). Portanto,
pode-se sugerir que a auséncia de TLR-2 e TLR-4 prejudicou o desencadeamento da resposta imune
do hospedeiro, uma vez que estes receptores participam do reconhecimento de S. schenckii.

O sistema imune adaptativo, sob estimulacdo do sistema inato, desempenha um papel crucial
na resposta imune com participacdo imprescindivel das células B e T. As células T tém receptores
diversificados para os antigenos e a expansdo clonal dessas células resulta na remocdo do agente
alvo. As células T duplo positivas (CD4'CD8") sio reguladas negativamente para CD4 ou CD8 no
timo e, entdo, sdo liberadas como Unicas positivas para CD4 (células T helper) ou CD8 (células T
citotoxicas), conhecidas como células T naive. Por sua vez, as células T naive podem assumir
diversos fendtipos efetores ou de memdria, sendo este passo inicial determinante para as possiveis
diferenciacbes de cada linhagem das células T e, portanto, para o papel que cada célula
desempenhara na imunidade do hospedeiro (Luckheeram et al., 2012).

As células T CD8 positivas possuem diferenciacdo limitada e tém como principal funcéo
promover a morte direta de células infectadas por meio da secrecdo de enzimas citotoxicas,
incluindo perforina e granzimas (Nguyen et al., 2015). A resposta imune das células T CD8 possui
uma fase priméria de expansdo e diferenciacdo efetora, seguida pela formacdo de células de
memoaria. Caso 0 antigeno seja re-encontrado, ocorre a segunda fase, que é caracterizada pela
expansdo e diferenciacdo secundaria mais rapida dessas células (Bedoui et al., 2016).

Por outro lado, as células T helper sdo capazes de se diferenciarem em, pelo menos, sete
subtipos celulares com caracteristicas fenotipicas e funcionais especificas: Thl, Th2, Th17, Treg,

Th9, Th22, células foliculares (Tfh). Essas células contribuem com a eliminacdo dos agentes



patogénicos, principalmente, por meio da secrecdo de citocinas que coordenam a atividade de outras
células imunes (Zhu e Paul, 2010; Nakayamada et al., 2012). As células Th1l expressam o fator de
transcricdo T-box expressed in T cells (T-bet) e produzem IL-12 e IFN-y, que tem func¢éo de ativar
os fagdcitos e promover protecdo para o hospedeiro frente a patdgenos intracelulares. As células
Th2 expressam GATA-binding protein 3 (GATA-3), produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-25 ¢
promovem a maturacdo da célula B mediada por resposta de anticorpos. As células Th17 expressam
o fator de transcricdo Retinoic-related orphan receptor yt (RORyt) e sdo células essenciais na defesa
do hospedeiro contra fungos e bactérias extracelulares, devido, principalmente, as acdes da citocina
pré-inflamatoria IL-17, como também da IL-22 e IL-21. As células Treg expressam o fator de
transcricdo Forkhead box P3 (Foxp3) e tém a capacidade de manter a homeostase imune através da
secre¢do das citocinas imunossupressoras, incluindo IL-10 e TGF-f (Huang et al., 2012). As células
Th9 sdo produtoras da IL-9 e refletem uma adaptacdo das células Th2 devido a presenca de
microambientes distintos, as células Th22 que secretam IL-22 e estdo relacionadas com a
inflamacdo da pele, e, por fim, as células Tth que sdo responsaveis pela diferenciacdo dos linfdcitos
B na resposta imune (Murphy e Stockinger, 2010; Sage e Sharpe, 2015).

Em trabalhos prévios do laboratério, foram observados baixos niveis de iNOS e NO na
fase inicial (12 e 22 semanas) e final (9% e 10 semanas) da infec¢éo, ao contrario do periodo entre a
42 e 7% semanas em que 0s niveis destes mediadores foram elevados. A determinacéo de IFN-y e IL-
12 estavam de acordo com a deteccdo de iINOS/NO, mostrando a presenca de resposta imune celular
ao longo do processo infeccioso. Entretando, a producdo de IL-4 estava aumentada entre a 5% e 62
semanas, 0 que sugere uma participacdo de resposta Th2 neste periodo. Portanto, a resposta imune
celular participou como um mecanismo dependente de NO ao longo da infecgdo, enquanto a
resposta imune humoral estava presente nos estagios avancados da esporotricose (Maia et al.,
2006). Em trabalhos anteriores, Carlos et al. (1992, 1994, 1999) ja observaram depressdo da
resposta imune celular e aumento da carga fungica no figado e bago dos animais infectados com S.

schenckii entre a 4* e a 6° semanas pos-infeccdo. Essa depressdo na imunidade indicou um



agravamento da doenca, que pode ter ocorrido devido a producdo reduzida de IL-1p e do fator de
necrose tumoral-o (TNF-a) pelos macrofagos.

Algumas celulas, quando diferenciadas, mantém determinado fendtipo como estado final
de diferenciagdo. Entretanto, outras células, quando expostas a um microambiente distinto, podem
alterar seu fendtipo, o que confere uma caracteristica de plasticidade as células T. As células Th17
sdo diferenciadas pela presenca de TGF-p e IL-6, que promovem a transcricdo do fator RORyt,
enquanto que a I1L-23 é necessaria apenas para estabilizar este fenotipo. No entanto, a 1L-23 em
associagdo com a IL-1p, independente de TGF-B, sdo capazes de induzir o desenvolvimento de
celulas Thl7 positivas tanto para o fator de transcricdo RORyt quanto para T-bet, produzindo
celulas altamente patogénicas que s@o conhecidas como células mistas Th17/Th1l (Ghoreschi et al.,
2010; Nakayamada et al., 2012).

Em concordancia com isso, temos demonstrado que o reconhecimento de antigenos de S.
schenckii por DCs leva ao desenvolvimento de resposta Th17/Thl in vitro (Verdan et al., 2012).
Mais recentemente, continuando nessa linha de raciocinio, analisamos a resposta Th17/Th1 in vivo
e, mostramos a presenca de uma resposta de Th17 protetora, por meio do desenvolvimento de
células Th17 e células mistas Th17/Thl, bem como pela liberacdo ex vivo aumentada de IL-17 e IL-
22. Além disso, a fim de avaliar a importancia da resposta Th17 ao hospedeiro no controle da
infeccdo por S. schenckii, animais Balb/c foram tratados com um anti-IL-anticorpo monoclonal
neutralizante (mAD) para 1L-23, e isto promoveu diminui¢do acentuada da liberacdo de IL-17 e IL-
22, sendo estas diretamente correlacionadas com a capacidade do hospedeiro em controlar a
infeccéo por este fungo (Ferreira et al., 2015).

Pelo fato da esporotricose ser uma micose oportunista, uma possivel limitacdo sobre 0 uso
de vacinas em pacientes imunossuprimidos é que esses podem ndo desenvolver respostas protetoras.
No entanto, a imunizacdo passiva de anticorpos protetores pode ser um tratamento preventivo,
rapido e eficaz ou mesmo uma alternativa terapéutica (Almeida et al., 2012). Estudos utilizando

mAb contra a gp70 de S. schenckii como uma vacina terapéutica em camundongos infectados com
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S. schenckii e S. brasiliensis altamente virulentos, resultaram na reducéo da carga fangica no baco e
no figado desses animais, pois como a gp70 tem funcdo de adesina, os mAb provavelmente
inibiram a adesdo do fungo aos tecidos hospedeiros, e consequentemente, ocorreu diminuigdo da
infeccdo (Nascimento et al., 2008; de Almeida et al., 2015). Em adicao, a transferéncia passiva dos
mAB foi capaz de aumentar a resposta imune mediada por células devido a producédo de IFN-y, de
TNF-a e o indice fagocitico (Nascimento et al., 2008; Franco et al., 2012).

Neste sentido, nosso laboratorio identificou uma proteina de 46 kDa de S. schenckii com
caracteristicas de adesina que reagiu com soros de camundongos vacinados com proteinas da parede
celular de S. schenckii adjuvadas com hidroxido de aluminio. A opsonizacdo das leveduras S.
schenckii com esse soro imune aumentou a taxa de fagocitose e inibiu a adesdo do fungo aos
fibroblastos. Aléem do mais, a tranferéncia passiva desse soro a camundongos nao vacinados gerou
significativa protecdo, ap0s esses animais serem infectados com o fungo, devido a queda das
unidades formadoras de coldnias (UFC) no baco e no figado desses animais (Portuondo et al.,

2016).
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2.3. Receptores Nod-like e o inflamassoma

Os receptores Nod-like (NLRs) estdo presentes no citoplasma celular e, devido a esta
localizagdo, atuam como segundos sensores de defesa do hospedeiro, pois reconhecem PAMPSs ou
DAMPs que ndo foram reconhecidos pelos receptores transmembranicos (Philpott et al., 2000; Kim
et al., 2016). Estruturalmente, os NLRs sdo formados por trés dominios: (I) um dominio na porcao
C-terminal formado por repeticdes de leucina (LRR), que tem a funcdo de reconhecer as moléculas
microbianas ou 0s mediadores endogenos de estresse; (II) um dominio NACHT (também
denominado NOD) na regido central, composto de nucleosideo trifosfatados que medeia a auto-
oligomerizacdo do receptor; e, por fim, (III) um dominio efetor na regido N-terminal, que é
necessario para a transducdo de sinal. Devido a presenca deste dominio na regido N-terminal, a
familia dos receptores NLRs pode ser dividida em alguns subgrupos, incluindo os NLRP (NLRPL1,
NLRP3), com presenca do dominio pirina (PYD); e os NLRC (NLRC4), com presenca do dominio
CARD. Ainda ha estudos sobre o inflamassoma AIM2, que pertence a familia dos receptores ALRs,
pois tem um dominio PYD, assim como um dominio HIN2000 para detec¢do de dsDNA (Elliot et
al., 2015).

Apdbs o reconhecimento e a sinalizacdo da presenca de particulas estranhas, os receptores
NLRs formam complexos multiproteicos pentaméricos ou heptaméricos chamados inflamassomas.
Os inflamassomas podem ser compostos por trés componentes principais: um receptor NLR (tais
como NLRP1, NLRP3, NRLC4 ou AIM2), uma molécula adaptadora Apoptosis-associated Speck—
like protein containing a Caspase recruitment domain (ASC) e uma caspase inflamatéria. Alguns
inflamassomas, como o NLRP1, ndo dependem de ASC para serem ativados, enquanto outros,
como o NLRC4, podem ser ativados utizando outras moléculas adaptadoras (Lu et al., 2015). Os
inflamassomas candnicos sdo responsaveis por ativarem a caspase-1 (Davis et al., 2011; Paiva-
Oliveira et al., 2012; Lima-Junior et al., 2013), enquanto os inflamassomas ndo-canénicos, a
caspase-11 (Ulland et al., 2015). A ativagédo do inflamassoma confere protecéo ao hospedeiro frente

a diversos patdgenos, uma vez que desempenha importante papel na resposta imune inata e



promove acdo modulatoria sobre o sistema imune adaptativo (Martinon et. al., 2002; Ciraci et. al.,
2012).

Os receptores NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2 formam os inflamassomas mais
estudados. Mas, recentemente, NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP10, NLRP12, RIG-I, Pyrin e IFI16
tém sido implicados na formacdo de inflamassomas, no entanto pesquisas adicionais devem ser
realizadas para estabelecer o papel preciso da formacao e ativacdo desses inflamassomas. Trés dos
22 membros dos receptores NLRs ja conhecidos foram descritos em humanos: os NLRP1, NLRP3 e
NLRC4 (Lamkanfi et al., 2014; Elliot et al., 2015). Em adicdo, os receptores NLRs atuam como
moléculas sensoras e determinam a especificidade do inflamassoma por meio do reconhecimento
especifico de determinados produtos microbianos ou sinais de estresse celular (Yang et al., 2012;
Bauernfeind et al., 2013; Zamboni e Lima-Junior et al., 2015).

O receptor NLRP1 apresenta papel protetor contra a infeccdo por Bacillus anthracis por
meio do reconhecimento de sua toxina letal, o0 NLRP6 é importante para regular a homeostasia da
mucosa intestinal e prevenir a auto-inflamacdo, o NLRC4 participa da restricdo intracelular de
bactérias via reconhecimento de flagelina e 0 AIM2 ¢ essencial para o reconhecimento do DNA de
bactérias e virus (Rathinam et. al., 2010; Anand et. al., 2011; Pereira, 2011; Tomalka et. al., 2011,
Elinav et. al., 2012). No entanto, o receptor NLRP3 surgiu como o mais versatil devido a sua ampla
especificidade em mediar a resposta imune do hospedeiro frente a bactérias (Toma et al., 2010;
Gomes et al., 2013; Kim et al., 2013), fungos (Hise et al., 2009; Veerdonk et al., 2011; Tavares et
al., 2013; Guo et al., 2014; Mao et al., 2014), virus (Rajan et al., 2011; Ito et al., 2012; Guo et al.,
2015) e parasitas (Lima-Junior et al., 2013; Gorfu et al., 2014), assim como a produtos de células
hospedeiras danificadas, como cristais de acido urico, ATP, HMGB1 e as proteinas de choque
térmico hsp70 e hsp90 (Mariathasan et al., 2006; Martinon et al,. 2006; Halle et al., 2008; Lamkanfi
e Dixit, 2014).

Ap0s a sinalizagdo promovida pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPS, 0s receptores

NLRP3 se ligam a molécula adaptadora ASC, que por sua vez ativa a enzima caspase-1, formando o
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inflamassoma NLRP3 (Martinon et al., 2009; Anand et al., 2011). Quando ativada, a caspase-1 tem
a funcéo de promover a clivagem da pro-IL-1B e pré-IL-18 em suas respectivas formas ativas. Por
sua vez, a IL-1p ¢ a IL-18 contribuem com a defesa do hospedeiro contra as infecgdes microbianas
por aumentarem as propriedades antimicrobianas dos fagocitos e iniciarem as respostas imunes
adaptativas Th17 e Thl, respectivamente (van de Veerdonk et al., 2011). Recentemente, mostramos
que macrofagos peritoneais de camundondos Balb/c infectados com S. schenckii tiveram reduzida
atividade de caspase-1, concomitantemente a diminuicdo da secre¢do de IL-1p ¢ IL-18, na 4% e 62
semanas pos-infeccdo (Gongalves et al., 2015). Interessantemente, essa reducdo na atividade de
caspase-1 ocorreu no mesmo periodo em que foram relatados, em modelos experimentais
semelhantes, aumento da multiplicacdo fingica no baco e figado, assim como imunossupressdo, dos
animais infectados com S. schenckii (Carlos et al., 2009). Deste modo, podemos sugerir um
importante envolvimento do inflamassoma na esporotricose.

A IL-1p é uma citocina pro-inflamatoria que atua como importante mediador imunolégico,
pois apresenta papel protetor nas infec¢bes bacterianas, virais e fangicas, uma vez que é essencial
para induzir o desenvolvimento da resposta imune Thl7 (Sutton et al., 2009; Lee et al., 2010). Por
sua vez, as células Th17 secretam, dentre outras citocinas, a IL-17 que protege o hospedeiro de
varios agentes agressores por induzir a formacdo de uma resposta inflamatéria (Romagnani et al.,
2009; Romani, 2011). Por outro lado, a 1L-18 esta relacionada com o desenvolvimento das células
Th1, pois atua como fator de indugdo da producéo de IFN-y, uma citocina que tem acdo central na
imunidade protetora contra fungos (Romani, 2011; Espinosa e Rivera, 2012).

Ao contrério da maioria das citocinas, a IL-1p e a IL-18 ndo sdo secretadas pela via
classica que envolve o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico, pois sdo produzidas como
proteinas precursoras biologicamente inativas, que devem ser clivadas para se tornarem ativas. A
expressdo de pro-IL-1B e pro-IL-18 € regulada por meio de transcricdo mediada por vias de
sinalizacéo, principalmente, pela via NF-kB, sendo clivadas em suas formas ativas pela caspase-1

(Lamkanfi et al., 2014). No entanto, a pro-1L-18 €é constitutivamente expressa em Varios tipos
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celulares, principalmente em macrofagos, podendo ser clivada em sua forma ativa, além da caspase-
1, por outras proteases, como a granzima B, que esta presente principalmente em células T CD8",
células NK e neutrdfilos, indicando que essas células contribuem com a disponibilidade de IL-18
ativa em condicgdes inflamatorias independente da ativacdo do inflamassoma (Dinarello et al., 2013;
van de Veerdonk et al., 2011).

Como dito anteriormente, os inflamassomas ndo-candnicos sdo formados pela caspase-11
e, recentemente, foi mostrado que esta protease pode promover a ativacdo indireta do inflamassoma,
pois atua sobre a caspase-1, estimulando a maturagdo das citocinas pro-inflamatérias pro-1L-1p ou
pré-1L-18. Provavelmente, a ativacdo da caspase-11 € desencadeada pelo reconhecimento de
componentes do LPS presente em bactérias Gram negativas intracelulares, como Escherichia coli,
Citrobacter rodentium e Vibrio cholerae, em um mecanismo independente do receptor TLR4
(Zoete et al., 2014). Embora os seres humanos ndo expressem a caspase-11, estudos recentes
indicam que a caspase-4 e caspase-5 em células humanas atuariam de forma semelhante a esta
protease (Kayagaki et al., 2011; Guo et al., 2015).

Além da producdo de potentes mediadores pro-inflamatorios, o inflamassoma NLRP3
defende o hospedeiro dos agentes invasores por piroptose (piro = fogo; ptose = liberagdo), uma
morte celular altamente inflamatéria regulada pela caspase-1. Durante o processo de piroptose,
ocorre formacdo de poros na membrana plasmatica da célula que promovem inchaco
citoplasmatico, levando a célula a lise osmdtica, e consequentemente, ao extravazamento do
contetido celular, liberando, principalmente, LDH e IL-18 (Malireddi et al., 2013; Wellington et
al., 2014). A formagdo do inflamassoma NLRP3 também esta relacionada com o recrutamento de
populagdes celulares associadas com a resposta imunologica para restringir a replicacdo microbiana,
assim como com a répida producdo de eicosanoides que promovem maior inflamacdo e
permeabilidade vascular (Kumar et al., 2011; Lamkanfi et al., 2011; Paiva-Oliveira et al., 2012;

Strowig et al., 2012).
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A morte das células infectadas e, consequentemente, a morte do agente infectante, pode
promover uma eficiente eliminacédo do patdgeno, conferindo protecdo ao hospedeiro. Varias formas
de morte celular foram descritas, incluindo mecanismos inflamatérios e ndo inflamatdrios
(Bergsbaken et al., 2009; Accarias et al., 2015). A piroptose foi, inicialmente, confundida com a
apoptose, pois ambas sdo processos celulares de auto-destruicdo mediado por caspases. No entanto,
0 mecanismo caracteristico de cada uma dessas mortes celulares sdo diferentes. A piroptose €
altamente inflamatoria, enquanto a apoptose nédo ¢ inflamatoria pelo fato de promover a absorcao do
conteudo celular (Bergsbaken et al., 2009; Accarias et al., 2015).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 ocorre por dois processos, sendo que o primeiro sinal
resulta na transcricdo da pro-1L-1B, pré-IL-18 e dos componentes do inflamassoma, enquanto o
segundo sinal, que pode ser iniciado por uma variedade de estimulos, resulta na ativacdo efetiva do
inflamassoma. O segundo passo é claramente necessario para a ativacdo do NLRP3, entretanto a
exigéncia da separacdo dessas etapas € menos clara para os inflamassomas NLRP1, NLRC4 e
AIM2 (Ulland et al., 2015).

A primeira fase, conhecida como priming, ocorre antes ou concomitante com o sinal
secundario especifico para a ativacdo do inflamassoma NLRP3. Esta fase ocorre por meio do
reconhecimento de PAMPs ou DAMPs pelos receptores TLRs, de interleucina-1 (IL-1R) e de fator
de necrose tumoral (TNFR), que sinalizam via MyD88 (myeloid differentiation factor 88), TRIF
(domain-containing adapter-inducing interferon-f) ou NF-kB (nuclear factor-kB), a transcri¢do da
pro-1L-1B, pro-1L-18 e dos componentes do inflamassoma no nucleo celular, que sdo, entdo,
expressos e liberados para o citosol (Zoete et al., 2014; Elliote el al., 2015). Descobertas recentes
tém mostrado que, em conjunto com o priming, ocorre a preparacdo dos componentes do
inflamassoma NLRP3 ja presentes no citosol por diversas reagdes quimicas (Guo et al., 2015).

A segunda fase de ativacdo do inflamassoma NLRP3 esta relacionada de fato com a
clivagem das formas pro-1L-1pB, pro-IL-18 em suas respectivas formas ativas, pois nesta etapa

ocorre a ativagdo da caspase-1 que é responsavel pela ativacdo destas citocinas pro-inflamatdrias.
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Estes mecanismos secundarios de ativacdo ainda ndo foram completamente elucidados, mas estudos
sugerem trés principais vias envolvidas: (I) efluxo de potassio (K*), (I1) ruptura e acidificacio
lisossomal e (111) producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) (Lamkanfi et al., 2014; Jo et
al., 2016). Mais recentemente, estudos tém demonstrado que o aumento do célcio intracelular
(Ca®"), a translocacdo de NLRP3 para a mitocdndria e a liberagdo de DNA mitocondrial também
podem estar envolvidos com a ativacdo deste inflamassoma (Eliott et al., 2015; Jo et al., 2016).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 depende de baixas concentragcbes de K* nos
compartimentos intracelulares. Estudos sugerem que o efluxo de K* ocorre por meio da ativagdo do
receptor purinérgico P2X7 pela presenca do ATP extracelular, ou ainda pela presenca de poros na
membrana celular formados, via panexina-1, por toxinas, como nigericina, maitotoxinas e
hemolisinas. Estes poros também permitem a entrada de produtos microbianos no citoplasma,
ativando o inflamassoma NLRP3 (Ferreira et al., 1997, 2006; Mariathasan et al., 2006; Kanneganti
et al., 2007). A confirmacio que o efluxo de K* é necessaria para a ativacdo do inflamassoma
NLRP3 foi demonstrada pela perda da ativividade deste complexo proteico quando o canal de K*
foi bloqueado (Latz et al., 2013; Zoete et al., 2014).

A ruptura e acidificacdo lisossomal durante a fagocitose de particulas exdgenas ou
enddgenas também foi relacionada com a ativacdo do inflamassoma NLRP3. A presenca de
enzimas lisossomais, como a catepsina B, no citosol celular, rompem o fagolisossomo, e entdo
particulas estranhas estariam livres no citoplasma, desencadeando a ativacdo do inflamassoma
NLRP3. Isto foi confirmado porque o inibidor da catepsina B (CA-074-Me) inibiu parcialmente a
ativacdo do inflamassoma NLRP3. A acidificacdo lisossomal também leva & ruptura do
fagolisossomo, pois a inibicdo desta acidificagcdo, com o inibidor de ATPase de H+ (bafilomicina
A), diminuiu a ativagdo do inflamassoma NLRP3 (Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008; van de
Veerdok et al., 2011). O aumento intracelular de Ca®* também pode estar envolvido na ativagéo
deste inflamassoma, pois elevadas quantidades deste ion sdo liberadas com a desestabilizacdo dos

lisossomos (Murakami et al., 2012; Latz et al., 2013; Zoete et al., 2014; Elliot et al., 2015).



Outro mecanismo envolvido na ativacdo secundaria do inflamassoma NLRP3 é a producao
de EROs, no entanto sua funcdo exata ainda ndo foi totalmente esclarecida (Zoete et al, 2014).
Inicialmente, achava-se que as EROs produzidas intracelularmente por meio do sistema NADPH
oxidase ativassem o inflamassoma NLRP3, mas animais e humanos com células defeituosas em
NADPH oxidase tiveram a ativacdo normal deste compelxo proteico (Dostert et al., 2008; Hornung
et al., 2008; van Bruggen et al., 2010). Porém, outros estudos apontam que as EROs liberadas pela
mitocondria se ligam diretamente ao NLRP3, podendo ativar este inflamassoma (Zhou et al., 2011;
Heide et al., 2013).

Como ja exposto, o inflamassoma NLRP3 pode apresentar atividade protetora ao
hospedeiro, mas sua ativacdo desregulada pode desencadear diversas patologias devido ao dano
tecidual provocado pelo excesso de respostas imune e inflamatoria (Elliott et al., 2015). As
patologias associadas a este inflamassoma incluem doencas auto-imunes e auto-inflamatérias
(arterosclerose), doencas neurodegenerativas (esclerose mdaltipla, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson) e distirbios metabdlicos (diabetes tipo 2 e obesidade), assim como artropatia, isquemia
do coracdo e doenca renal, doenca vascular, dentre outras (Guo et al., 2015).

Nesse sentido, estudos tém mostrado que algumas moléculas fisioldgicas atuam como
reguladoras do inflamassoma NLRP3. As moléculas A20 (tumor necrosis factor alpha-induced
protein) e AhR (aryl hydrocarbon receptor) sdo reguladores negativos do inflamassoma NLRP3,
pois inibem a sinalizacdo de NF-kB e a transcricdo efetiva de NLRP3, respectivamente (Huai et al.,
2014; Vande Wall et al., 2014). Além disso, ha moléculas que impedem a montagem do complexo
do inflamassoma NLRP3, uma vez que o NO que inibe a formacédo de ASC, CARDS8 (caspase
recruitment domain 8) se liga diretamente ao NLRP3, e LRRFIP2 (leucine-rich repeat Fli-I-
interacting protein 2) inibe a ativacdo de caspase-1 (Jin et al., 2013; Mao et al., 2013; Ito et al.,
2014). Por fim, o CO (monoxido de carbono) e TRIM30 (tripartite-motif protein 30) podem
controlar, em partes, a ativagéo do inflamassoma NLRP3, pois modulam a geracéo de EROs (Hu et

al., 2010; Jung et al., 2015). Deste modo, um bom equilibrio deve ser mantido entre a ativacdo e a



inibicdo do inflamassoma NLRP3 para permitir que o sistema imunoldgico elimine os patdégenos
sem causar danos ao hospedeiro (Latz et al., 2013). Portanto, diante do exposto, tornou-se

imprescindivel avaliar a influéncia do inflamassoma NLRP3 na infec¢éo por S. schenckii.



3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 na modulacdo da resposta imune na infeccdo

sistémica experimental por S. schenckii.

3.2. Objetivos especificos

- estabelecer modelo experimental em camundongos C57BL/6 WT, NLRP3”", ASC™ e Caspase-1"

ao longo da infeccéo;

- analisar o estado de ativacdo dos macréfagos por meio da liberagdo de éxido nitrico na presenca

do fungo;

- observar a produgdo das citocinas IL-1p, IL-18, IL-17 e IFN-y no sobrenadante da cocultura de

macrofagos peritoneais e esplendcitos totais;

- gquantificar a ativacdo de caspase-1 nos macrofagos peritoneais provenientes dos diferentes

camundongos em estudo;

- analisar a presenca das subpopulagdes de linfécitos T helper (TCD4) e citotoxicos (TCD8) durante

0 curso da infeccdo.
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4. Delineamento experimental

O fungo termodimorfico S. schenckii apresenta as formas de micélio e levedura. Para a
manutencdo da sua forma miceliar, este fungo foi mantido em meio agar micobidtico (Mycosel®).
Para realizar a reversdo para sua fase leveduriforme, que é a forma infectante utilizada neste
trabalho, o tapete fungico miceliar foi transferido para caldo de infuséo de cérebro e coracdo (BHI).
A partir desta massa de leveduras foram realizadas as extragdes dos antigenos fungicos, o extrato
lipidico (LeY) e fracdo alcali-insoluvel (F1), que foram utilizados em alguns experimentos
propostos neste estudo.

Os animais utilizados foram camundongos Wild-Type e Knockout: WT, NLRP3™, ASC™ e
Caspase-1" com background C57BL/6. Estes animais foram divididos em oito grupos
experimentais, sendo quatro grupos infectados (WT, NLRP3”, ASC™ e Caspase-17) e quatro
grupos ndo infectados (WT, NLRP3”, ASC™ e Caspase-17"). Os animais infectados receberam a
inoculagdo intraperitoneal de 10° leveduras de S. schenckii, enquanto os ndo infectados receberam a
inoculacdo, pela mesma via, de 200 pL de PBS.

Apbs a inoculagdo do fungo ou do PBS, o modelo experimental foi determinado pelo teste
de sobrevivéncia, parametros e indice esplénicos, analise histologica pela coloracdo de Grocott-
Gomori e contagem das unidades formadoras de col6nias (UFCs) presentes no baco dos animais em
estudo, para comparar 0s animais geneticamente modificados com os WT. Deste modo, foi possivel
estabelecer o curso da infeccdo e avaliar os melhores periodos para dar prosseguimento ao estudo.
Os dias 7, 14 e 21 foram determinados para analisar 0s diversos parametros imunoldgicos, pois
nestes periodos os diferentes animais apresentaram maior suscetibilidade, decréscimo e final da
infeccé@o por S. schenckii, respectivamente.

Apos a determinacdo do modelo experimental, os animais pertencentes aos diferentes
grupos experimentais foram eutanasiados em Cémara de CO, para obtengéo das células do exsudato
peritoneal (PECs) e das células esplénicas totais. Os macrdfagos peritoneais, obtidos pela aderéncia

das PECs, foram estimulados com os antigenos fungicos (LeY e F1), lipopolissacarideo (LPS)
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como controle positivo ou apenas meio de cultura (RPMI-C) como controle negativo. Desta cultura,
0 sobrenadante foi utilizado para a dosagem da producdo de oOxido nitrico (NO) pela reacdo de
Griess, enquanto as células aderentes foram utilizadas para o teste de viabilidade celular pelo
método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl-tetrazolium). Além disso, 0s
macrofagos peritoneais foram utilizados para verificar a ativacdo de caspase-1, por meio do
reagente Flica (Fluorescent Labeled Inhibitors of Caspases - FAM-YVAD-FMK).

Os esplendcitos totais também foram expostos aos antigenos fungicos LeY e F1,
concanavalina A (Con-A) utilizada como controle positivo e apenas RPMI-C como controle
negativo. Estas células foram utilizadas para o teste de viabilidade celular por meio do método do
MTT, assim como para a fenotipagem com marcadores especificos para quantificar a presenca das
subpopulacdes dos linfocitos T auxiliares (Thl17 — CD3+CD4+RORyt+, Thl — CD3+CD4+Tbet+,
Th17/Thl — CD3+CD4+Thet+RORyt+ e Treg — CD3+CD4+CD25+FoxP3+) e dos linfécitos T
citotoxicos (CD3+CD8+). Com ambos os tipos celulares, macrofagos peritoneais e esplendcitos
totais, foi realizada uma cocultura, que foi exposta aos antigenos fungicos LeY e F1, LPS e Con-A e
RPMI-C por 24 horas. O sobrenadante do cocultivo celular foi utilizado para determinar a producéo

das citocinas IL-1p, IL-18, IL-17 e IFN-y por teste imunoenzimatico (ELISA).
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Inoculagdo do fungo
(via intraperitoneal) Eutanasia

Sporothrix schenckii ATCC 16345
{fase miceliar = meio Mycosel®)

Cultive em meio BHI a 37 2C com 150 diclos/minuto Ext.ra:;a.n:
[forma leveduriforme — Infectante) Einra:co LIpIdICD’[LE"I":I
Fragao Alcali-Insoluvel (F1)

| Camundongos C37EL/6 WT, NLRP3, ASC" e Caspase-1+ |

Inoculacdo de PBS
(via intraperitoneal)

Dias7,14e2l _
| Grupos Infectados | Grupos Nao Infectados |

Modelo Experimental:
-UFCs
- Analise histologica
- indice esplénico
- Parametros esplénicas

- Teste de sobrevivéncia

Sobrenadantes da
cocultura celular

- | Obtencdo dos esplendcitos totais

| Obtencdo dos macrofagos peritoneais

-Viabilidade celular —— MTT 1 MTT Viabilidade
Produgdo de citodnas celular
Produgio de Srice (IL-1p, IL-18, IL-17, IFN-Y ) | oo
axido nitrico ‘ munofenctipagem -
[ Ativaciode __ p0p ELISA , ,
caspase-1 Anticorpos monoclonals

Figura 1. Fluxograma das atividades desenvolvidas. Camundongos WT, NLRP3”~ ASC™ e Casp-
17" com background C57BL/6 infectados e n&o infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21 foram
avaliados em diversos parametros imunoldgicos conforme descrito no fluxograma das atividades
desenvolvidas. °C — Graus celsius, ASC - Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain, BHI — Brain heart infusion, ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay, FLICA -
Fluorescent-labeled inhibitor of caspases, IFN-y - Interferon gama, IL — interleucina, MTT - Brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio, NLRP3 - NOD-like receptor family pyrin domain—containing
3, UFC — Unidades formadoras de coldnias, WT - Wild-Type.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Microrganismo e condicdes de cultura

A cepa Sporothrix schenckii ATCC 16345, gentilmente cedida pela Fundacdo Oswaldo
Cruz e originalmente obtida de um caso humano de infec¢do pulmonar difusa (Baltimore, MD) foi
utilizada neste estudo. O fungo foi mantido em sua forma miceliar a 25 °C em meio de cultura
s6lido Mycosel® (BD Biosciences). Para obtencéo da forma leveduriforme, a massa de crescimento
fangico em forma miceliar foi transferida para meio liquido BHI (Difco) e cultivada a 37 °C sob
agitacdo constante de 150 ciclos por minuto, por um periodo de 12 dias, até que se tenha obtido uma

conversao hifa-levedura acima de 90% (Ferreira et al., 2015).

5.2. Reativacdo do Sporothrix schenckii

Para manutencdo da viruléncia, a cepa S. schenckii ATCC 16345 foi reativada
periodicamente. Para realizacdo deste procedimento, camundongos da linhagem C57BL/6 WT
foram inoculados, via intraperitoneal, com 100 puL de uma suspensdo de células leveduriformes S.
schenckii, com concentracdo de 1 x 10® células/mL em soluc&o de PBS. Ap6s sete dias de infeccdo,
os animais foram eutanasiados em camara de CO, para remoc¢do do baco, que foi macerado e
plagueado em &gar Sabouraud. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por sete dias e,
apos o crescimento das colbnias fungicas, estas foram repassadas para tubos contendo meio

Mycosel® para proliferagéo do fungo na forma miceliar.

5.3. Obtencéo dos antigenos de Sporothrix schenckii

Apos a proliferacdo de S. schenckii em sua fase miceliar, o tapete fungico foi transferido
para 100 mL de meio de cultura BHI liquido, a 37 °C, com constante agitacdo de 150 ciclos por
minuto. Apos sete dias, 12,5 mL desta suspensao fungica foram transferidos para 250 mL de meio

de cultura BHI liquido e esta se manteve em agitacdo, novamente, por sete dias. Em seguida, foram
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transferidos 50 mL desta suspensdo fungica para 1000 mL de meio de cultura BHI liquido, que
ficou em agitacéo, novamente, por sete dias para obtencao total de leveduras. Esse procedimento foi
realizado a fim de obter-se um volume final suficiente da suspensao fangica para a extracdo dos
antigenos do fungo S. schenckii: Extrato lipidico (LeY) e Fracdo alcali-insolavel (F1) (Carlos et al.,

1999).

5.3.1. Extrato lipidico

Para obtencdo do extrato lipidico (LeY) foram necessarias sucessivas extracfes do lipideo
presente nas leveduras S. schenckii com os seguintes sistemas solventes: cloroférmio:metanol
(C:M) (2:1, viv) e (1:1, vIv) e cloroférmio:metanol:dgua (C:M:H) (4:8:3, v/v). Em seguida, o
extrato obtido foi concentrado em rotaevaporador até a secura. O residuo lipidico foi ressuspenso
em meio RPMI e sonicado até obtencdo de uma solucdo homogénea (Carlos et al., 1999). A

concentracdo de uso escolhida foi de 31,25 pg/mL.

5.3.2. Fracdo alcali-insoltvel

Para a extracdo da fracdo alcali-insoltvel (F1), as leveduras de S. schenckii foram tratadas
com cloroférmio:metanol (C:M) (2:1, v/v) e (1:1, v/v), e cloroférmio:metanol:dgua (C:M:H) (4:8:3,
v/v) para retirada dos lipideos da parede celular, e apds centrifugacdo, a 405 x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado. O residuo foi tratado com NaOH 1N sob leve agitacdo durante 2 horas
e posteriormente centrifugado a 405 x g durante 5 minutos, este processo foi repetido por quatro
vezes. Os residuos alcali-insolGveis de cada centrifugagdo foram reunidos e lavados com &gua
destilada até neutralizacdo do pH (7,0). Em seguida, o residuo total foi lavado com etanol absoluto,
acetona e éter etilico e em seguida foi seco a temperatura ambiente, ressuspenso em PBS e sonicado
até obtencdo de uma solucdo homogénea (Kanetsuna et al.,1969; Carlos et al., 1999). A

concentragdo de uso escolhida foi de 62,50 pug/mL.
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5.4. Animais

Camundongos Wild-Type (WT), NLRP3 knockout (NLRP3™), ASC knockout (ASC™) e
Caspase-1 knockout (Caspase-17") com background C57BL/6, machos, pesando entre 18 e 25 g,
com aproximadamente quatro semanas de idade, cedidos pelo Prof. Dr. Dario Simdes Zamboni do
Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (FMRP/USP), foram utilizados no estudo. Estes animais foram mantidos em
gaiolas com condicGes ambientais de temperatura e umidade estaveis (23 + 2 °C e 56 £ 2 % de
umidade relativa do ar) e ciclos de claro/escuro de 12 horas e receberam agua e racao esterilizadas,
ad libitum (Gongalves et al., 2015). Todos os procedimentos realizados com os animais estavam de
acordo com as regras do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, Parecer Comité de Etica n° 17/2013 (Anexo).

5.5. Grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados oito grupos experimentais: 0s grupos infectados por S.
schenckii (WT, NLRP3”", ASC”" e Caspase-1") e os grupos no infectados (WT, NLRP3”, ASC™ e
Caspase-17"). Os experimentos se deram nos dias 7, 14 e 21 pés-inoculacdo, pois nestes periodos 0s
diferentes animais apresentaram maior suscetibilidade, decréscimo e final da infeccdo por S.

schenckii, respectivamente.

5.6. Método de infeccdo dos animais

A infeccdo 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 de
cultura BHI liquido (Difco), da qual, apos 7 dias de cultivo a 37 °C sob agitagdo constante de 150
ciclos por minuto, uma aliquota contendo 1 x 10 leveduras foi transferida para um novo caldo BHI

e cultivada por mais 5 dias nas mesmas condic¢Oes. Este procedimento garantiu que a cultura
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utilizada para as infeccOes estivesse em fase logaritmica de crescimento e com uma taxa de
conversao hifa-levedura de aproximadamente 100%. A suspensdo foi ajustada a concentracéo de 5 x
10° células/mL e, cada animal, foi inoculado intraperitonealmente, com 200 pL desta suspensdo
contendo 1 x 10° leveduras. Os animais dos grupos ndo infectados receberam a inoculagéo

intraperitoneal de 200 puL de PBS (Ferreira et al., 2015).

5.7. Determinacao do modelo experimental

5.7.1. Unidades formadoras de col6nias

A avaliacdo da carga fungica foi avaliada por meio da contagem das unidades formadoras
de col6nia (UFC) presentes no baco dos animais. Este 6rgdo foi retirado de forma asséptica e
macerado em RPMI-C. Em dilui¢des pré-determinadas, aliquotas deste macerado foram plaqueadas
em agar Mycosel®, para permitir a contagem adequada das colénias do fungo presentes neste 6rgao.

As UFCs foram contadas ap0s 3 dias de incubacdo a temperatura ambiente (Ferreira et al., 2015).

5.7.2. Analise histologica

A analise histoldgica dos bagos dos animais infectados e ndo infectados foi realizada pela
coloracdo Gomori-Grocott (Grocott, 1955) que impregna o fungo pela prata, deixando S. schenckii
com coloracdo marrom-dourado, possibilitando analisar e quantificar a presenca deste patdgeno nas
amostras. Apo6s o corte dos bacos, as 1dminas foram coradas conforme indica¢fes do fabricante
(Easy Path). Brevemente, o acido crémico foi adicionado na quantidade suficiente para cobrir o
corte e esperou-se 10 minutos. A seguir, a ldmina foi lavada em agua corrente por trés minutos e
depois séca. Adicionou-se solugdo de bissulfito sobre o corte e esperou-se 30 segundos. A lamina
foi lavada em &gua corrente, depois agua destilada e séca. Uma solucdo de agua destilada com
solucdo de metanamina e nitrato de prata e bdrax, na proporcdo 2:2:1, foi preparada e colocada

sobre as laminas dentro de um recipiente imido, que permaneceu de 25 a 50 minutos em estufa a 70
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°C. Assim que o corte adquiriu uma coloracdo caramelo, a lamina foi lavada com agua destilada e
séca. Depois, foi coberta com solucdo de cloreto de ouro por um minuto. Novamente a lamina foi
lavada em agua corrente e séca. A lamina foi coberta com solucdo de hipossulfito e, apés um
minuto, lavada como anteriormente. Por ultimo, foi adicionado solucdo de verde luz por 20
segundos e lavou-se a lamina rapidamente em agua corrente. Apos secar, a lamina foi desidratada
com alcool ascendente até o xilol e montadas para anélise. Cada baco foi classificado de acordo
com a presenca do fungo (0 — auséncia, 1 — baixa, 2 — moderada, 3 — elevada, 4 — extrema). As
laminas foram analisadas em microscopio Optico (LEICA DM2500) e as fotos foram capturadas

atraves do software do proprio aparelho.

5.7.3. Parametros e indices esplénicos

Para andlise dos parametros esplénicos (peso, comprimento e largura) e do indice esplénico
(comprimento x largura x didmetro), os bacos dos animais infectados e ndo infectados foram
removidos, pesados em balanca de precisdo (Boeco, Germany) e medidos com auxilio de

paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda, Ind. Bras.) (Negrini et al., 2013).

5.7.4. Teste de sobrevivéncia
Os animais infectados e ndo infectados foram acompanhados por 70 dias para avaliacdo da

sobrevivéncia (van de Veerdonk et al., 2011).

5.8. Obtencao das celulas do exsudato peritoneal

Os animais infectados e ndo infectados foram previamente inoculados com 3 mL de
tioglicolato de sédio 3%, trés dias antes de serem eutanasiados em camara de CO,, Ap6s eutanasia,
estes animais tiveram o periténio exposto. Posteriormente, foram inoculados 5,0 mL de PBS estéril,
pH 7,4, gelado; na cavidade abdominal, aplicando-se leve massagem para estimular a liberagéo dos

macrofagos peritoneais. A suspensdo celular resultante foi coletada e centrifugada a 300 x g por 5
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minutos a 4 °C e lavada com PBS esteéril. Apds a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10° M,
penicilina 100 U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-glutamina 2 mM (Sigma) e 5%
de soro fetal bovino (Cultilab), sendo 0 meio assim composto designado de RPMI-1640 completo
(RPMI-C) (Alegranci et al., 2013). A concentracdo das células foi determinada por contagem em
camara de Neubauer (Boeco, Germany) por corante de Lazarus e ajustada & concentracéo de 5 x 10°

células/mL em RPMI-C.

5.9. Obtencao dos esplendcitos totais

Os animais infectados e ndo infectados foram eutanasiados em camara de CO,. Em
seguida, o peritonio foi aberto e exposto para a extracdo do baco de forma asséptica em camara de
fluxo laminar Classe 100 (Veco). Os bacos foram retirados e macerados em 2 mL de RPMI-C em
uma placa de Petri com cell strainer com poros de 100 um (BD Biosciences) com auxilio do
émbolo de uma seringa para liberacio das células. A suspenséo resultante foram adicionados 6 mL
de solucdo hipotoénica de cloreto de aménio (0,17 M) e incubada por 5 minutos em gelo para lise
das hemaécias. As células do baco foram separadas do sobrenadante por centrifugacao a 300 x g por
5 minutos a 4 °C, lavadas com RPMI-C e ressuspendidas em 1mL do mesmo meio (Negrini et al.,
2012). A concentracdo das células foi determinada por contagem em cadmara de Neubauer (Boeco,
Germany) pela técnica de exclusdo com azul de Trypan (0,04%) e ajustada a concentracdo de 1 X

10’ células/mL em RPMI-C.

5.10. Avaliacdo da viabilidade das células do exsudato peritoneal

A Vviabilidade dos macréfagos peritoneais foi verificada pela metodologia do MTT
(Mosmann, 1983). Em placa de cultura de tecido de 96 cavidades de fundo plano foram distribuidos
100 pL por poco das suspensdes dos macrdfagos peritoneais de animais infectados e ndo infectados,

ajustadas & concentragdo de 5 x 10° células/mL em meio de cultura RPMI-C, em presenca de 100
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uL dos antigenos LeY, F1, LPS (controle positivo) ou somente RPMI-C (controle negativo). As
placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO.,.
As células aderentes foram adicionados 100 uL de uma solugdo de MTT a 1 mg/mL. A placa foi
incubada por mais 3 horas nas mesmas condi¢cdes. Ap0Os esta incubagdo, os sobrenadantes foram
descartados e as células aderentes foram tratadas com 100 uL de isopropanol para solubilizar os
cristais de formazana. A leitura da densidade Optica foi realizada em espectrofotémetro (Multiskan
ASCent, Labsystems) em UV/visivel para microplacas em 540 nm com filtro de referéncia em 620

nm.

5.11. Avaliacéo da viabilidade dos esplendcitos totais

Em placa de cultura de tecidos de 96 cavidades de fundo plano foram distribuidos 100 puL
por cavidade das suspensdes de células do baco de animais infectados e ndo infectados, ajustadas a
concentragdo de 1 x 10’ células/mL em meio de cultura RPMI-C, em presenga de 100 puL dos
antigenos LeY, F1, Con-A (controle positivo) ou somente RPMI-C. As placas foram incubadas por
24 horas a 37 °C em estufa com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apos este
periodo, foram acrescidos 20 pL por cavidade de uma solu¢do de MTT a 5 mg/mL. A placa foi
incubada por mais 3 horas nas mesmas condi¢Ges. Ao término desta incubacédo, as placas foram
centrifugadas a 800 x g por 10 minutos a 10 °C. Os sobrenadantes foram descartados e adicionou-se
100 pL de isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de formazana
(Mosmann modificado, 1983). A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro
UV/visivel para microplacas (Multiskan ASCent, Labsystems) em 540 nm com filtro de referéncia

de 620 nm.

5.12. Determinacdo da producéo de 6xido nitrico
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O oxido nitrico (NO) foi quantificado por meio do acumulo de nitrito no sobrenadante da
cultura dos macréfagos peritoneais pela reacdo de diazotacdo com o reagente de Griess (Green et
al., 1982). As células do exsudato peritoneal de animais infectados e ndo infectados foram
cultivadas a 5 x 10° células/mL em RPMI-C na presenca dos antigenos LeY, F1, LPS (controle
positivo) ou somente RPMI-C por 24 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apo0s esta
incubagdo, aliquotas de 50 puL do sobrenadante da cultura destas células foram colocadas em
contato com 50 uL da solug¢ao de Griess. Apos 10 minutos de incubagdo, em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, foi realizada a leitura da absorvancia em espectrofotobmetro UV/Visivel para

microplacas (Multiskan ASCent, Labsystems) em 540 nm.

5.13. Obtencéo do sobrenadante da cocultura

Para a obtencdo do sobrenadante da cocultura foram cultivados 500 pL das células do
exsudato peritoneal dos animais infectados e n3o infectados, na concentracdo de 5x10° células/mL
em RPMI-C, em placas de cultura de tecidos de 48 cavidades de fundo chato por 1 hora a 37 °C
com 5 % de CO, para aderéncia dos macréfagos. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e
as células aderentes foram acrescentados 500 puL do LeY, F1, LPS (controle positivo), Con-A
(controle positivo) ou somente RPMI-C (controle negativo), juntamente com 500 pL dos
esplendcitos totais, obtidos dos mesmo animais, na concentragdo de 1 x 10’ células/mL em RPMI-
C. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa com 5% de CO, (Forma Scientific)
(Gongalves et al., 2015). Apds este periodo, os sobrenadantes das coculturas foram coletados,
centrifugados a 35060 x g por 10 minutos a 4 °C, aliquotados e estocados em freezer a — 80°C para

dosagem das citocinas.

5.14. Determinacéo da liberacéo ex vivo de citocinas
As citocinas IL-1p, IL-18, IL-17 e IFN-y foram determinadas por ELISA (eBioscience) nos

sobrenadantes da cocultura de macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de acordo com as
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instrucdes do fabricante. Brevemente, as placas foram adsorvidas com 100 pL por pogo das
solugdes com anticorpo de captura diluidos nas concentragdes sugeridas pelo fabricante e incubadas
overnight a 4 °C. Apos lavagens (PBS - Tween 20 a 0,05% - v/v), as placas foram incubadas com
200 pL de tampdo de bloqueio (PBS — 10% Soro Fetal Bovino) por poco por 1 hora em temperatura
ambiente. Apos lavagens, foram adicionados 100 pL por poco do padrdo de citocinas ou dos
sobrenadantes das coculturas celulares a serem testados e as placas foram incubadas por 2 horas em
temperatura ambiente. Novamente foram lavadas e incubadas com 100 pL por pogo dos anticorpos
de deteccdo biotinilados por mais uma 1 hora a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, as
placas foram incubadas com avidina—peroxidase por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e incubadas com 100 uL por poc¢o do substrato TMB por 15 minutos em temperatura
ambiente, em local protegido da luz, com posterior bloqueio da reacdo com de 50 puL de H,SO4 2M
por poco. Nestas reacdes hd formacdo de cromodforos que tiveram sua absorvancia lida em
espectrofotdmetro UV/Visivel para microplacas (Multiskan ASCent, Labsystems) em 450 nm. As
concentracdes das citocinas especificas nos sobrenadantes foram determinadas comparando-se a
densidade Optica dos pocos contendo as amostras com uma curva padréo obtidas pelas densidades
nos pocos contendo as citocinas recombinantes de concentracdo conhecida. O limite de deteccdo

para as diferentes citocinas foi de 7,8 pg/mL.

5.15. Marcacao da caspase-1 ativa com FAM-FLICA

Apos a obtengdo e aderéncia das células do exsudato peritoneal (item 5.10) dos animais
infectados e ndo infectados, 500 pL dessas células, na concentracdo de 1 x 10° células/mL em
RPMI-C, foram cultivados em placas de cultura de tecidos de 48 cavidades por 1 hora a 37 °C com
5 % de CO,. Decorrido este periodo, o sobrenadante foi descartado e as células foram transferidas
para tubos de citometria com o auxilio de cell scraper. As células foram adicionados 10 pL do
reagente Flica (FAM-YVAD-FMK caspase-1 FLICA™ Kit, Immunochemistry Technologies), que

se liga covalentemente a caspase-1 ativa. As suspensdes celulares foram homogeneizadas e
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incubadas por 1 hora em estufa a 37 °C com tensdo constante de 5 % CO,. Em seguida, as células
foram lavadas com wash buffer 1X e centrifugadas por 5 minutos a 300 x g. As células foram
ressuspendidas em 200 puL de wash buffer 1X, com acréscimo de 2 uL de PI (iodeto de propidio).
As células foram homogeneizadas, mantidas em gelo e ao abrigo da luz (Dupont et al., 2009). Para
a analise em citbmetro de fluxo foram feitas estratégias de gating para excluir as células aderidas
entre si (doubletes) e para isso as células foram selecionadas pelos pardmetros FSC-A (Area) e
FSC-H (Altura). As amostras foram analisadas a partir dos eventos totais dentro da exclusdo de
doubletes, com threshold ajustado para 1.800.000 no parametro FSC-H para exclusdo do debri
celular. Foram adquiridos pelo menos 40.000 eventos totais no citbmetro de fluxo BD Accuri
(Becton & Dickinson, San Diego, CA, USA). As amostras foram analisadas utilizando o software

do préprio aparelho.

5.16. Fenotipagem dos esplendcitos

Os esplendcitos totais de animais infectados e controle foram avaliados quanto a presenca
das subpopulagbes dos linfocitos T helper (T CD4: Thl7 — CD3+CD4+RORyt+, Thl -
CD3+CD4+T-bet+, Th17/Thl - CD3+CD4+RORyt+T-bet+, Treg — CD3+CD4+CD25+FoxP3+) e
dos linfocitos T citotdxicos (T CD8). Os seguintes anticorpos monoclonais anti-camundongo foram
usados: anti-CD3 FITC (clone 17A2), anti-CD4 APC (clone RM4-5), anti-RORyt PE (clone B2D),
anti-T-bet PerCP-Cy5.5 (clone eBio4B10), anti-Foxp3 PE-Cy7 (cloneFJK-16s), anti-CD25 PE
(clone PC61.5) e anti-CD8a FITC (clone 53-6.7); todos obtidos da eBioscience. As células foram
distribuidas em tubos FACS (BD PharMingen, San Diego, USA), na concentragdo de 1 x 10°
celulas por tubo para realizacdo da andlise fenotipica das mesmas. As células foram lavadas com
PBS/BSA 1% (solucdo tamponada contendo 1% albumina soro bovino) e posteriormente foram
adicionados 0,5 pg dos anticorpos monoclonais extracelulares de interesse, CD3, CD4, CD25 e
CD8; seguido de incubacdo de 30 minutos a 4 °C no escuro. Apds esse periodo, as células foram

novamente lavadas com PBS/BSA 1%, centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4 °C. Apds a
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centrifugacdo, foram adicionados 100 pL de solugédo de fixacdo (BD Fixation Buffer) e estas foram
incubadas por 30 minutos a 4 °C no escuro. Novas lavagens foram efetuadas com o tampéo de
permeabilizacdo (BD Perm/Wash™) e as células foram adicionados 0,5 pg dos anticorpos
monoclonais intracelulares de interesse, RORyt, T-bet e Foxp3; e estas foram incubadas,
novamente, por 30 minutos a 4 °C no escuro. Em seguida, as células foram lavadas novamente com
tampdo de permeabilizacdo e foram ressuspendidas em 250 puL de PBS/BSA 1%. Os resultados
finais foram obtidos pela subtracdo dos eventos relativos aos respectivos isotipos controle dos
fluorocromos referentes aos anticorpos intracelulares, PE Rat IgG1k; PerCP.Cy5.5 Rat IgG2axk, PE
Rat IgG2axk e PE Rat IgG2axk. Para a analise em citdmetro de fluxo foram feitas estratégias de
gating para excluir as células aderidas entre si (doubletes) e para isso as células foram selecionadas
pelos parametros FSC-A (Area) e FSC-H (Altura). As amostras foram analisadas a partir dos
eventos totais dentro da exclusdo de doubletes e com threshold ajustado para 800.000 no parametro
FSC-H para exclusdo de debris celular. Foram adquiridos pelo menos 100.000 eventos totais no
citbmetro de fluxo BD Accuri (Becton & Dickinson, San Diego, CA, USA). As amostras foram

analisadas utilizando o software do proprio aparelho.

5.17. Anélise dos resultados

A anélise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do software GraphPad
Prism Instat 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). Para comparacao entre multiplos
grupos foi utilizada a anélise de variancia (two-way ANOVA ou one-way ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Bonferroni. Diferengas nos valores entre dois grupos foram determinadas utilizando o
teste t de Student. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas que
apresentaram valores de P igual ou menor a 0,05. As analises sdo representativas de trés
experimentos independentes e os resultados sdo representados como média acompanhada do desvio

padréo (DP).
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6. Resultados

6.1. O inflamassoma NLRP3 pode controlar a infec¢do por S. schenckii

Para avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 no controle da infeccdo por S. schenckii e o
desenvolvimento do processo infeccioso provocado por este patdgeno no hospedeiro, a carga
fingica presente no baco dos animais WT, NLRP3”", ASC™ e Casp-1" foi avaliada. A cinética da
infeccdo foi definida pelos dias 7, 14 e 21 pos-inoculagcdo do fungo nos animais, pois nestes
periodos os hospedeiros apresentaram maior suscetibilidade ao patdgeno, eliminacéo ativa do fungo
e, por fim, controle e resolucdo da infeccdo. A carga fangica presente no baco dos animais foi
determinada pela contagem das UFCs e pelo corte histologico corado por Gomori-Grocott.

A carga fingica no baco dos animais NLRP3™ foi maior que nos animais WT em todos os
dias avaliados, mas, principalmente, no dia 7 pos-infeccdo (Figura 2). Estes resultados foram
confirmados pela analise histoldgica, com excecdo do dia 14 pos-infeccdo (Figura 3). Por outro
lado, os animais ASC™" exibiram maior carga fingica apenas no dia 7 pés-infecgdo, enquanto que os
Casp-17" nos dias 7 e 21 pés-infeccdo, quando comparados com os animais WT (Figura 2).
Adicionalmente, a analise histoldgica confirmou os resultados encontrados pelas UFCs nesses
animais, demonstrando maior presenca de S. schenckii nos bagos dos animais ASC™ no dia 7 p6s-
infeccdo e nos Casp-17" nos dias 7 e 21 pés-infeccdo quando comparados com os animais WT
(Figura 3). Curiosamente, no dia 14 pés-infeccdo, os animais Casp-17" apresentaram carga fingica
semelhante aos animais WT. Apesar da dificuldade em eliminar o fungo, todos os animais KO
foram, similarmente aos animais WT, capazes de sobreviver e eliminar completamente a infecgéo

apos 35 dias.
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Figura 2. Determinacgdo das unidades formadoras de col6nias presentes no bago dos animais
infectados por S. schenckii. A carga fangica presente no baco de camundongos WT, NLRP3", ASC” e
Casp-1"" com background C57BL/6 infectados com S. schenckii foi analisada pela recuperacéo das unidades
formadoras de coldnias (UFCs) nos dias 7, 14 e 21 pos-infeccdo. Os resultados estdo apresentados em escala
logaritmica e cada simbolo representado indica um animal em trés experimentos independentes. A
significancia estatistica foi determinada pelo teste t de Student e intervalo de confiangca em 95%. *p<0,05 e
**p<0,01 para a comparacao das médias dos animais NLRP3”", ASC” e Casp-1" com WT.
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Figura 3. Determinacdo da presenca de fungo no baco dos animais infectados com S.
schenckii. (a) Carga fangica de S. schenckii presente no baco de camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e
Casp-1"" com background C57BL/6 analisada pela contagem do nimero de organismos impregnados com
prata pela utilizacdo da coloracdo Gomori-Grocott nos dias 7, 14 e 21 p6s-infeccdo. (b) Fotos representativas
obtidas a partir do bago de camundongos WT, NLRP3", ASC” e Casp-1" com background C57BL/6
infectados e ndo infectados com S. schenckii nos dias 7, 14 e 21 pela coloragdo de Gomori-Grocott. Os
resultados estdo apresentados como a média + desvio padrdo de dois experimentos independentes com 4
animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2 vias com pds-teste de Bonferroni e
intervalo de confianca em 95%. *p<0,05 e **p<0,01 para a comparacdo das médias dos animais NLRP3™,
ASC” e Casp-1" com WT.
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6.2. O inflamassoma NLRP3 favorece a resposta inflamatdria no baco durante a infecgao

Para verificar a resposta imunologica e inflamatoria dos diferentes animais frente ao S.
schenckii, de forma indireta, os indices e parametros esplénicos foram analisados no decorrer da
infecgdo. Os indices esplénicos encontrados nos animais NLRP3”", ASC”" e Casp-1"foi menor que
nos animais WT nos dias 14 e 21 pos-infeccdo (Figura 4). Adicionalmente, entre os animais
infectados, os parametros esplénicos, incluindo peso, comprimento e largura do bago, foram
inferiores nos trés tipos de animais KO quando comparados aos animais WT no dia 21 pds-infeccéo
(Figura 5). Entre os animais WT e KO ndo infectados nao houve diferenca nos indices e parametros

esplénicos durante todo o estudo.
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Figura 4. Determinac&o do indice esplénico. indices esplénicos de camundongos WT, NLRP3”, ASC’
"e Casp-1" com background C57BL/6 infectados e néo infectados com S. schenckii nos dias 7, 14 e 21. Os
dados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5 animais. Os
resultados est&o apresentados em milimetro (mm®). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA
de 2 vias com pos-teste de Bonferroni e intervalo de confianca em 95%. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e
**x*n<(),0001 para a comparacio das médias dos animais NLRP3", ASC™ e Casp-17" com WT.
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Figura 5. Determinacgdo dos parametros esplénicos. Peso e medidas do bago de camundongos WT,
NLRP3", ASC" e Casp-1"" com background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii nos dias
7, 14 e 21. Os dados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5
animais. Os resultados estdo apresentados em miligrama (mg) e milimetro (mm). A significancia estatistica
foi determinada por ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni e intervalo de confianca em 95%.
*+p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 para a comparacio das médias dos animais NLRP3"", ASC”" e Casp-
1" com WT.
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6.3. Avaliacdo da toxicidade dos antigenos do fungo frente as células imunoldgicas do
hospedeiro

O teste de viabilidade celular foi realizado na cultura de macrdéfagos peritoneais e em
esplendcitos totais para verificar se as condi¢cdes de cultura e os antigenos fungicos utilizados como
estimulos poderiam ser toxicos para estas células. Os percentuais das substancias testadas foram
calculados considerando como a maior viabilidade celular (100%) aquelas culturas realizadas
somente em presenca de meio RPMI-C.

As células dos animais infectados e ndo infectados, tanto os macrofagos peritoneais quanto
os esplendcitos totais, de todas as linhagens dos camundongos, ndo apresentaram diferencas
significativas em suas viabilidades quando expostas as condicdes de cultura ou aos estimulos
fangicos (Figuras 6 e 7). Assim, os macrdfagos peritoneais e esplendcitos totais apresentaram
viabilidade satisfatoria mediante cultivo de 24 horas com os antigenos do S. schenckii, pois nas
concentracdes estudadas, 31,25 pg/mL para LeY e 62,50 pg/mL para F1, estes compostos nao
foram tdxicos para as células do hospedeiro, uma vez que as viabilidades celulares permaneceram

maiores que 80%.
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Figura 6. Avaliacdo da toxicidade dos antigenos fangicos nas culturas de macréfagos
peritoneais. Os macréfagos peritoneais de camundongos WT, NLRP3”", ASC” e Casp-1"" com background
C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii foram cultivados em presenca do LeY, F1, LPS ou
somente em presenca do meio RPMI-C durante os dias 7, 14 e 21. A viabilidade celular foi analisada pelo
método do MTT. Os dados representam a média * desvio padrdo de experimento feito em duplicata e séo
representativos de trés experimentos independentes com 5 animais. Os resultados estdo apresentados em
percentual (%).

66



Infectados Nao Infectados

CO WT = NLRP3* B ASC* 3 casp-1" C WT = NLRP3" B AsC™ T3 casp-1*

o 100+ & 100

£ £

S 80 S 80

c c

o 9

2 604 2 604

1] L

8 40 8 40

=} o

Q @

T 201 T 204

2 S

s 0= > s 0= >

> LeY F1 ConA RPMI > LeY F1 ConA RPMI
Dia 7 Dia7

s B9 W == NLRP3’ =8 Asc™ 3 casp-1* T DWW == NLRP3™ BB AsC* T3 casp-17"

= 100- = 100+

é 2

o 804 S go-

c c

° 9

2 604 2 601

wl IT]

3 40 3 40

k=] =}

L] 1]

T 20 T 20

T T

s 0= - s 0= -

> LeY F1 ConA RPMI > LeY F1 ConA RPMI
Dia 14 Dia 14

CJ WT = NLRP3™ EER Asc™ 3 casp-1™ COJ WT mm NLRP3™ EE ASC™ C3 casp-1™

§ 100+ g 100-

S 8o S -

Q

Q < - 4

& 60 E 60

o i 0

_g 40 -g 404

Q

T 201 'g 20+

° T

a ol — 3 ol -

an— (1]

> LeY F1 ConA RPMI = LeY F1 ConA RPMI
Dia 21 Dia 21

Figura 7. Avaliacdo da toxicidade dos diferentes estimulos em estudo quando expostos aos
esplendcitos totais. Esplendcitos totais de camundongos WT, NLRP3™, ASC™ e Casp-1""com background
C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii foram cultivados em presenca do LeY, F1, ConA ou
somente em presenca do meio RPMI-C durante os dias 7, 14 e 21. A viabilidade celular foi analisada pelo
método do MTT. Os dados representam a média + desvio padrdo de experimento feito em duplicata e séo
representativos de trés experimentos independentes com 5 animais. Os resultados estdo apresentados em
percentual (%).
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6.4. A liberacdo de oxido nitrico é deficiente na auséncia do receptor NLRP3 na fase inicial
da infeccéo

Para avaliar a relacdo entre o inflamassoma NLRP3 e a resposta inflamatdria durante a
infeccdo por S. schenckii, os niveis de NO foram determinados no sobrenadante de macréfagos
peritoneias desafiados com LeY e F1. Tanto frente a estimulacdo com LeY, quanto com F1, a
liberagdo de NO pelas células dos animais ASC™” e Casp-17 infectados foi semelhante & dos
animais WT infectados durante todos os dias avaliados. Por outro lado, frente a ambas
estimulacBes, a liberacdo de NO pelas células dos animais NLRP3™ infectados foi menor que
aquela encontrada nos animais WT infectados somente no dia 7 pés-infeccdo (Figura 8). Nos

animais ndo infectados a producéo de NO foi baixa durante todos os dias do estudo.

68



Infectados Nao Infectados

CO WT = NLRP3" = ASC” T3 Casp-1" Co WT = NLRP3 B ASC* T Casp-1™"
1204 120+
2 2 100 S 2 100
32 50 22 g0
8 £ § £
gg 60- gg 60-
- -
g2 404 G2 404
g2 2
S 2 20| |. z 8 & 201
0 ﬁﬁil_ 0 m—
LeY F1 LPS RPMI LeY F1 LPS RPMI
Dia 7 Dia 7
CJ WT =m NLRP3"- mm ASC’ T2 Casp-1" o WT = NLRP3" mmm ASC* = Casp-1"
120+ 1204
% 15' 100- % E 100
° L 8o T L 80-
£3 * Se 90
g2 401 S92 40
22 g2
5= fhi 8= 2
0- 0-
LeY F1 LPS RPMI LeY F1 LPS RPMI
Dia 14 Dia 14
C— WT mm NLRP3" BE ASC™ T3 Casp-1" C—- WT sms NLRP3* =8 ASC™ 3 Casp-1™
120+ 120-
% Z 1001 e Z 1001
- 8 i S 2 4
oE 80 o2 80
9 E g ‘é
'.:_:3“ P 60+ 8 o 607
c -E' =
oY 40- oY 40
£ 28
82 2 ™5 83 n
0- 0 —
LeY F1 LPS RPMI LeY F1 LPS RPMI
Dia 21 Dia 21

Figura 8. Determinacdo da producdo de Oxido nitrico. Producdo de 6xido nitrico (NO) por
macréfagos peritoneais de camundongos WT, NLRP3", ASC” e Casp-1" com background C57BL/6
infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21 foram cultivados em presenca do
LeY, F1, LPS ou somente em presenca do meio RPMI-C. A producdo de NO foi avaliada pelo método de
Giress. Os dados representam a média + desvio padrdo e sdo representativos de trés experimentos
independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 1 via com pos-teste

de Bonferroni e intervalo de confianca em 95%. *p<0,05 e **p<0,01 para a comparacdo das médias dos
animais NLRP3" com WT.
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6.5. O inflamassoma NLRP3 esta relacionado a producéo de IL-1p e IL-17

Dado que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 resulta na producédo de IL-1p a partir do seu
precursor inativo, a pro-1L-1B, a liberacdo ex vivo desta citocina foi mensurada na co-cultura de
macrofagos peritoneais e esplendcitos totais. Apos a estimulacdo com LeY, a liberacdo de IL-1p
pelas células dos animais NLRP3”", ASC”" e Casp-17" infectados foi reduzida quando comparada
aos animais WT infectados apenas no dia 14 pos-infeccdo. Por outro lado, apds a estimulagdo com
F1, a liberacdo de IL-1PB pelas células dos trés tipos de animais KO infectados foi notavelmente
diminuida quando comparado com os animais WT infectadas durante todos os dias avaliados
(Figura 9).

Além disso, como a citocina IL-1p é conhecida por induzir a producdo de IL-17, esta
Gltima citocina também foi avaliada. Quando estimuladas com LeY, as células dos animais NLRP3"
" liberaram niveis menores de 1L-17 quando comparados com os animais WT apenas no dia 14 pos-
infeccdo e, interessantemente, foram capazses de liberar mais IL-17 que dos animais WT no dia 21
pos-infeccdo. Por outro lado, as células dos animais ASC™ liberaram niveis menores de IL-17
durante todos os dias da infeccéo, enquanto que as células dos animais Casp-17"nos dias 7 e 14 pés-
infeccdo, quando comparados com os animais WT.

Ainda sobre a liberacdo de IL-17, quando estimulados com F1, as células dos animais
NLRP3", apesar de terem uma liberagdo reduzida de IL-1B durante todos os dias da infecgdo
avaliados, mostraram niveis de IL-17 diminuidos quando comparados com os animais WT apenas
nos dias 7 e 14 poés-infecgdo. J& os animais ASC™ e Casp-17 infectadas mostraram reduzida
liberacdo de IL-17 quando comparada com os WT infectados durante todo o periodo de estudo,
coincidindo com a liberacdo de IL-1f (Figura 10). A liberagdo de IL-1p e IL-17 pelas células dos

animais ndo infectados foi baixa durante todo o estudo.

70



Infectados Nao Infectados

_ CO WT mm NLRP3- EEN Asc 3 casp-1" . CO WT mmm NLRP3- B ASC T3 casp-1"

- -

E 1200- £ 1200

=) =

2 900- 2 900

< 600- < 600+

= 300 = 300

3 200+ S 200

Q150 « 150+

o o

g 100 & 100+

t =

9 504 g 504

g ol0mEn Oy s g o= h L‘\ (e (e

o LeY ConA RPMI () LeY F1 LPS ConA RPMI
Dia7 Dia7

—_ CJ WT smm NLRP3- EE ASCT 3 Casp-1™ - CO WT mm NLRP3- B ASC™ T3 casp-1™

- -

E 1200 E 1200

=1 l [=1]

& 9004 e 2  900-

(<=1 [«=W

. 600+ l‘ -~ 6004

= =

8 300+ g 3004

o 200 S 200

S 150 S 1504

= 1001 £ 1004

c [—

2 50_&‘\ i‘\ ¢ ° rh-—‘ L

5 04 Do [ 5 0= L= Tl

o LeY F1 LPS ConA RPMI (5] LeY LPS ConA RPMI
Dia 14 Dia 14

—_ O WT s NLRP3- BB ASCH 3 Casp-1™ —_ CO WT mm NLRP3- EE ASC™ 3 casp-1™

- -

E 1200- £ 1200-

=) =)

2 9004 £ 9004

- - <=9

. 600+ - 600

X i 2

8 3004 g 3004

o 200 S 200

S 150- §, 150

E 1001 £ 100

c c

S 504 g 501

< D-.E_ CHMNer el g 0L O T

o LeY F1 ConA RPMI (5] LeY LPS ConA RPMI
Dia 21 Dia 21

Figura 9. Producéo da citocina IL-1p. Concentracédo de IL-1p liberada no sobrenadante da cocultura de
macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongos WT, NLRP3™, ASC™ e Casp-1"" com
background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. As PECs, apés
aderéncia, e os esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em
presencga de LeY, F1, LPS, Con-A ou somente em meio RPMI-C. Os resultados estdo apresentados como a
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 1 via com pds-teste de Bonferroni e intervalo de confianga em 95%. **p<0,05 e
*+x*n<(),0001 para a comparacdo das médias dos animais NLRP3", ASC™ e Casp-1" com WT.
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Figura 10. Producéo da citocina IL-17. Concentragdo de IL-17 liberada no sobrenadante da cocultura
de macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongos WT, NLRP3”, ASC” e Casp-1"" com
background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. As PECs, ap6s
aderéncia, e os esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em
presencga de LeY, F1, LPS, Con-A ou somente em meio RPMI-C. Os resultados estéo apresentados como a
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 1 via com poés-teste de Bonferroni e intervalo de confianca em 95%. *p<0,05;
**p<0,01 e ****p<0,0001 para a comparacio das médias dos animais NLRP3”, ASC™ e Casp-1" com WT.

72



6.6. A producao de IL-18, mas ndo de IFN-y, parece ser dependente do inflamassoma NLRP3

Seguindo a ideia de que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 também é responsavel pela
maturacao da citocina I1L-18, a liberacdo desta citocina também foi avaliada. A liberacdo de IL-18
pelas células dos animais NLRP3”", ASC™ e Casp-1" infectados, quando estimuladas tanto com
LeY quanto com F1, foi marcadamente diminuida quando comparada com os animais WT
infectados no dia 7 pés-infeccdo. Sobretudo, os animais ASC” mostraram também prejudicada
liberacdo de IL-18 no dia 21 pds-infeccdo, frente a ambos os estimulos (Figura 11).

Como uma das fungdes da IL-18 inclui a inducdo da producédo de IFN-y, os niveis de IFN-y
foram avaliados. Desta forma, esperavamos que a liberacdo de IFN-y pelas células dos animais KO
infectados fosse menor que aquela encontrada nos animais WT, principalmente no periodo inicial
da infeccdo devido aos baixos niveis de I1L-18 encontrados nos trés grupos dos animais KO. No
entanto, interessantemente, a liberacdo de IFN-y ndo foi afetada nos grupos KO infectados, nao
havendo diferencas significativas na producao de IFN-y entre os animais WT ¢ KO infectados, com
excecdo dos animais NLRP3™ que liberaram maiores niveis de IFN-y que os WT no dia 7 pos-
infeccdo (Figura 12). A liberacdo de IL-18 e IFN-y pelas células dos animais ndo infectados foi

baixa em todos os dias de estudo.
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Figura 11. Producéo da citocina I1L-18. Concentragdo de IL-18 liberada no sobrenadante da cocultura
de macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongos WT, NLRP3”, ASC” e Casp-1"" com
background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. As PECs, ap6s
aderéncia, e os esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em
presenca de LeY, F1, LPS, Con-A ou somente em meio RPMI-C. Os resultados estdo apresentados como a
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de 1 via com pds-teste de Bonferroni e intervalo de confiangca em 95%. *p<0,05;
***n<(,001 e ****p<0,0001 para a comparacéo das médias dos animais NLRP3™, ASC™ e Casp-1"" com
WT.
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Figura 12. Determinacgédo da producgéo de IFN-y. Concentracdo de IFN-y liberada no sobrenadante da
cocultura de macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongos WT, NLRP3", ASC™ e Casp-1"
com background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. As PECs,
apos aderéncia, e os esplendcitos totais de camundongos infectados e ndo infectados foram cultivados em
presencga de LeY, F1, LPS, Con-A ou somente em meio RPMI-C. Os resultados estdo apresentados como a
média * desvio padrdo de trés experimentos independentes com 5 animais.
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6.7. A ativacdo do inflamassoma NLRP3 desencadeia maior expressdo de caspase-1 ativa e
morte celular por piroptose

Como a ativacdo do inflamassoma NLRP3 requer a caspase-1, a participacdo desta
protease durante a infeccdo por S. Schenckii foi avaliada. A frequéncia de células com caspase-1
ativa foi semelhante entre os trés tipo de animais KO e WT durante todos os dias da infeccéo
avaliados, com excecdo dos animais Casp-17" que apresentaram menor frequéncia de células com
caspase-1 ativa que os WT no dia 14 pds-infeccdo. No entanto, a expressdo de caspase-1 ativa,
medida pela mediana da intensidade de fluorescéncia — MFI, foi significativamente inferior nas
células dos trés tipos de animais KO que nos WT no dia 7 pos-infec¢do. Por conseguinte, neste
mesmo dia da infeccdo, os animais NLRP3”, ASC™ e Casp-17 mostraram frequéncia inferior de
células em piroptose que os WT (Figura 13). Os animais KO e WT néo infectados mostraram baixa
frequéncia de células com caspase-1 ativa, assim como baixa expressdo desta protease e menor
processo piroptético durante todo o estudo.

Os gréaficos dotplots da estratégia de gating para determinar as populacdes Flica e/ou Pl
positivas, nos macréfagos peritoneais dos camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-17 estdo
representados nos quadrantes correspondentes a cada marcador durante o dia 7 da infeccdo (Figura

14).
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Figura 13. Determinacédo da ativacao de caspase-1 e da morte celular por piroptose. Macréfagos
peritoneais de camundongos WT, NLRP3™, ASC” e Casp-17 com background C57BL/6 infectados e ndo
infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21 foram marcados com Fluorescent labeled inhibitor of
caspases (Flica) e iodeto de propidio (PI). (a) Porcentagem de macréfagos peritoneais positivos para
caspase-1 ativa. (b) Valores médios das medianas da intensidade de fluorescéncia das células positivas para
Flica. (c) Porcentagem de macrofagos peritoneais em morte celular por piroptose. Os dados estdo
apresentados como a média £ desvio padrdo de um experimento com 3 animais. A significancia estatistica
foi determinada por ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni e intervalo de confianca em 95%.
*p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,0001 para a comparacdo das médias dos animais NLRP3"", ASC™ e Casp-1"
com WT.
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Figura 14. Gréficos dotplots representativos da ativacdo de caspase-1. Macréfagos peritoneais de
camundongos WT, NLRP3", ASC™ e Casp-1""com background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S.
schenckii durante os dias 7, 14 e 21 foram marcados com Fluorescent labeled inhibitor of caspases (Flica) e
iodeto de propidio (P1). (a) Estratégias de gating e (b) dotplots representativos para determinacao de células
positivas para Flica (Fluorescent labeled inhibitor of caspases) e Pl (iodeto de propidio) no dia 7 pos-

infeccéo.
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6.8. O desenvolvimento de celulas Th17 e Th1/Th17 é prejudicado na auséncia de atividade do
inflamassoma NLRP3

Em seguida, analisamos se o inflamassoma NLRP3 influenciaria no desenvolvimento da
resposta imune adaptativa nesta infeccdo. Para isso, a frequéncia das células Thl7 e Th17/Thl foi
verificada. Em relagdo as células Th17, os animais ASC” mostraram frequéncia reduzida dessas
células no dia 7 pés-infecgdo, enquanto que os animais NLRP3™ e Casp-17~ mostraram nos dias 7 e
21 pos-infeccdo, quando comparados aos WT. Embora a andlise estatistica ndo tenha mostrado
diferenca significativa na frequéncia de células Th17 entre os animais NLRP3” e WT no dia 14
pos-infeccdo, devemos salientar que a frequéncia destas células nestes animais KO foi maior que
nos WT (Figura 15a). Por outro lado, a frequencia de células Thl apareceu de forma semelhante
entre os animais KO e WT infectados durante todos os dias avaliados (Figura 15b).

Adicionalmente, as células mistas Th17/Thl foram as que apresentaram maior participacdo
neste modelo experimental. Enquanto a frequéncia de células Th17/Thl foi elevada nos animais
WT, o desenvolvimento dessas células foi prejudicado nos trés grupos de animais KO durante todos
os dias de infeccdo avaliados (Figura 15c). Entre os animais KO e WT ndo infectados ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de qualquer tipo dessas células durante todo o estudo. Os
dotplots da estratégia de gating para determinar as populacGes das células Thl7, Thl e mistas
Th17/Thl, nos esplendcitos totais dos animais WT, NLRP3”, ASC” e Casp-17, estio
representados nos quadrantes correspondentes a cada marcador durante dia 7, 14 e 21 da cinética de
infeccéo (Figura 16).

Dada a regulagdo cruzada existente entre os varios subtipos de células Th e o
desenvolvimento prejudicado das células Thl7 e Thl7/Thl nos animais KO infectados, a
frequéncia de células T reguladoras foi avaliada. Os animais ASC” e Casp-1”" mostraram
frequéncia de células T reguladoras similar aos animais WT durante todo o periodo de estudo. No
entanto, interessantemente, os animais NLRP3” mostraram maior frequéncia destas células que 0s

WT no 14 poés-infecgdo (Figura 17a). Entre os animais KO e WT ndo infectados ndo houve
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diferenca na frequéncia de células T reguladoras durante todo o estudo. Na mesma figura estdo
demonstrados os dotplots da estratégia de gating para determinar as populacdes das células T
reguladoras nos esplendcitos totais dos camundongos WT, NLRP3”, ASC” e Casp-17 e as
populacdes positivas estdo representadas nos quadrantes correspondentes a cada marcador durante o

dia 14 da infec¢do (Figura 17b e 17c).
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Figura 15. Determinacgdo da presenca de células Th17, Thl e Th17/Thl. Anélise de expressao de
células T helper RORyt+, T-bet+ ¢ RORy/T-bet+ no bago de camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-1"
com background C57BL/6 infectados e nédo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. Nos dias
indicados, os animais foram sacrificados para remocdo do baco e os esplendcitos foram marcados como
indicado. (a-c) Porcentagem das subpopulagdes Th RORyt+, T-bet+ e RORy/T-bet+ presentes no bago dos
animais em estudo. Os dados estdo apresentados como a média = desvio padrdo de trés experimento
independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2 vias com po6s-
teste de Bonferroni e intervalo de confianga em 95%.*p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,0001 para a comparagao
das médias dos animais NLRP3", ASC™ e Casp-17 com WT.
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Figura 16. Graficos dotplots representativos da expressao dos fatores de transcricdo Tbet,
RORyt e Thet/RORyt. Expressdo de células T helper RORyt+, T-bet+ e RORy/T-bet+ no baco de
camundongos WT, NLRP3", ASC™ e Casp-1""com background C57BL/6 infectados e ndo infectados com S.
schenckii durante os dias 7, 14 e 21. Nos dias indicados, os animais foram sacrificados para remocao do bago
e o0s esplendcitos foram marcados como indicado. (a) Estratégias de gating e (b-d) dotplots representativos
para determinacdo de células Th Tbet, RORyt ou Thet/RORyt positivas nos dias 7 (b), 14 (c) e 21 (d) do
estudo.
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Figura 17. Determinacdo da presenca de células T reguladoras. Analise de expressédo de células T
helper CD25FoxP3 no bago de camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-1" com background C57BL/6
infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. (a) Porcentagem das subpopulagdes
Th CD25FoxP3 presentes no baco dos animais em estudo. (b) Estratégias de gating e (c) dotplots
representativos para determinar as células Th CD25+FoxP3+ no dia 14 do estudo. Os dados estdo
apresentados como a média + desvio padrdo de trés experimento independentes com 5 animais. A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni e intervalo de
confianga em 95. **p<0,01 para a comparago das médias dos animais NLRP3" com WT.
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6.9. O inflamassoma néo-funcional estimula o desenvolvimento de células T citotoxicas

Além das células T helper, a frequéncia das celulas T citotoxicas também foi avaliada
neste estudo. A frequéncia de células T CD8 nos animais NLRP3™ foi semelhante aos WT durante
todos os dias da infeccdo avaliados. No entanto, os animais ASC”~ mostraram maior frequéncia
dessas células nos dias 14 e 21 pés-infeccdo, enquanto os animais Casp-17" apenas no dia 7 pés-
infeccdo, quando comparados aos WT (Figura 18a). Por outro lado, os animais NLRP3” mostraram
menor expressdo de CD8 nos dias 7 e 14 pds-infeccdo, enquanto os animais ASC™ e Casp-17" nos
dias 7 e 21 pés-infeccdo, quando comparados aos WT (Figura 18b). Os animais KO e WT nao
infectados mostraram frequéncia semelhante de células T CD8 durante os dias de estudo. Contudo,
0s animais dos trés grupos KO néo infectados mostraram menor expressao de CD8 que os WT ndo
infectados em todo o periodo de estudo, com excecdo dos animais ASC™ e Casp-17" no dia 14 e os
animais NLRP3™ no dia 21.

A freqiéncia de células TCD8 e a expressio de CD8 estdo demonstradas pela
sobreposicao destes valores referentes aos animais WT e KO infectados e ndo infectados nos dias
de estudo (Figura 18c). As populacdes celulares T CD8 presentes nos esplendcitos totais dos
camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-17" nos dias 7, 14 e 21 da infeccdo também estdo

representadas nos histogramas (Figura 19).
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Figura 18. Determinacgdo da presenca de células T citotoxicas. Cinética de expressdo de células T
CD8 positivas no baco de camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-1"" com background C57BL/6
infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7, 14 e 21. (a) Porcentagem das células T CD8 +
no baco dos animais em estudo. (b) Valores médios das medianas da intensidade de fluorescéncia das células
positivas para CD8. (c) Sobreposi¢do da frequéncia de células T CD8+ e expressdo da molécula CD8 nas
células do baco dos animais em estudo Os dados estdo apresentados como a média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes com 5 animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de 2
vias com pos-teste de Bonferroni e intervalo de confianga em 95. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e
*+x*n<(),0001 para a comparacdo das médias dos animais NLRP3", ASC™ e Casp-17 com WT.
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Figura 19. Histogramas representativos da determinacéo de células T citotdxicas. Frequéncia de
células T CD8 positivas no baco de camundongos WT, NLRP3”, ASC™ e Casp-1" com background
C57BL/6 infectados e ndo infectados com S. schenckii durante os dias 7 (a), 14 (b) e 21 (c¢) do estudo. Nos

dias indicados, os animais foram sacrificados para remocdo do baco e os esplendcitos foram marcados como
indicado.
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7. Discusséo

Nos ultimos anos, as infeccdes fungicas tém aumentado significativamente, tornando-se
um grave problema de saude publica devido aos prejuizos causados nos seres humanos e animais
(van de Veerdonk et al., 2015). Os individuos imunocomprometidos, principalmente aqueles
portadores de HIV ou que fazem uso de terapias imunossupressoras, sdo mais acometidos pelas
infeccdes fungicas de maior patogenicidade (Galimberti et al., 2012). A esporotricose € uma doenca
fangica caracterizada pela evolucdo subaguda e cronica de lesGes nodulares cutaneas ou
subcutaneas que podem se disseminar para outros tecidos, tornando-se sistémica. Essa micose tem
como agente etiologico as espécies do complexo Sporotrhix, incluindo Sporothrix schenckii sensu
stricto (Chakrabarti et al., 2015). Por muito tempo, a esporotricose teve baixa incidéncia no Brasil,
no entanto o nimero de casos relatados e as formas clinicas mais graves da doenca tém aumentado
de forma crescente (Madrid et al., 2012). Apesar de importantes achados clinicos, a compreensao
atual de como o sistema imunoldgico reconhece e responde ao S. schenckii € muito restrita (Carlos
et al., 2009).

A participacdo dos receptores de reconhecimento padrdo, inclusive dos receptores NLRs
que formam os inflamassomas, tém sido associado a defesa antifingica do hospedeiro (Becker et
al., 2015; Erwig e Gow, 2016). A montagem do inflamassoma requer a ativacdo de um receptor
NLR, a molécula adaptadora ASC na maioria das vezes, e uma caspase. Dependendo da
necessidade da presenca de ASC, os inflamassomas podem ser classificados como dependentes ou
independentes de ASC (Lu et al., 2015). Os independentes de ASC podem ser representados por
inflamassomas que ndo necessitam de moléculas adaptadoras, como o NLRP1b, ou ainda que
requerem outras moléculas adaptadoras, como o NLRC4 (Hu, 2013; Van Opdenbosch, 2014).
Adicionalmente, a molécula ASC pode interagir com varios receptores NLRs, como NLRP6,
NLRP10 e AIM2 (Hornung et al., 2009; Zambetti et al.,, 2012; Anand et al., 2013). Em
continuidade, os inflamassomas podem ser divididos em candnicos e ndo candnicos com base na

ativacdo de caspase-1 ou caspase-11, respectivamente (Zoete et al., 2014; Saavedra et al., 2015).
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Especificamente, o reconhecimento de PAMPs ou DAMPs pelo receptor NLRP3 promove o
recrutamento da molécula adaptadora ASC, que por sua vez, é responsavel pela clivagem da pro-
caspase-1 em sua forma ativa. Quando ativada, a caspase-1 tem a funcdo de promover a maturacao
da pro-1L-1B e pro-1L-18 em suas respectivas formas ativas, assim como o processo de morte
celular conhecido como piroptose (Jo et al., 2016).

O inflamassoma NLRP3, dentre os diferentes existentes, devido a sua ampla especificidade
em mediar a resposta imune frente a varios patdgenos, inclusive a fungos, é o mais estudado (Joly et
al., 2009; Hise et al., 2009; van de Veerdonk et al., 2011; Said-Sadier et al.,2010; Guo et al., 2014;
Tavares et al., 2013; Ketelut-Carneiro et al., 2015). Deste modo, a relevancia deste complexo
proteico no desencadeamento da resposta imune contra S. schenckii foi avaliado. Na tentativa de
conhecer os efeitos da infeccdo causada por este fungo na resposta imunologica, nosso laboratério
tem desenvolvido modelos murinos com a forma sistémica da doenca e para atingir o objetivo do
presente estudo foram utilizados animais selvagens (WT) e trés tipos de animais knockout (NLRP3"
= ASC™, Casp-17).

Primeiramente, verificamos se o inflamassoma NLRP3 seria capaz de controlar a infeccao
por S. schenckii e, para isso a carga fangica presente no baco dos diferentes animais foi
determinada. Foi observado que o controle da infec¢do por S. schenckii foi prejudicado na auséncia
dos componentes do inflamassoma, ASC e caspase-1, sendo que na fase final da infeccdo a auséncia
de caspase-1 foi mais prejudicial ao hospedeiro. Esses dados sugerem gue mecanismos mais
dependentes de caspase-1 do que de ASC sdo necessarios para controlar a infeccdo no estagio
tardio, indicando que outras moléculas adaptadoras ou inflamassomas independentes de ASC
podem estar envolvidas na sinalizacdo da caspase-1. Por sua vez, os inflamassomas dependentes de
ASC parecem ser mais importantes no inicio da infeccdo, provavelmente por modular mecanismos
iniciais, enquanto que o desenvolvimento da resposta adaptativa ou outros mecanismos tardios
possa superar o controle fingico prejudicado em animais ASC”". De modo semelhante, mostramos

que o receptor NLRP3 foi essencial para o reconhecimento de S. schenckii, pois a auséncia deste
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receptor diminuiu acentuadamente a capacidade do hospedeiro de controlar a infeccdo. Esses
resultados sugerem que o inflamassoma NLRP3 € capaz de controlar a infeccdo por S. schenckii
desde o0s seus estagios iniciais até os mais tardios.

Apesar da capacidade diminuida de controlar a infeccéo, os animais KO foram capazes de
sobreviver e eliminar a infeccdo de modo semelhante aos animais WT. Este fato pode estar
relacionado com a producéo residual de citocinas ou com mediadores imunologicos ndo avaliados
neste estudo. Por sua vez, esses mediadores imunoldgicos podem fazer parte de mecanismos
antifangicos que, na auséncia de ativacdo do inflamassoma NLRP3, permitiram a sobrevivéncia e a
eliminacdo da infeccdo pelos animais KO. Por exemplo, varios PRRs, tais como TLRs, CLRs
(dectina-1 e dectina-2) e outros receptores (CD14, CR, CD36 e galectina 3) sdo criticos para 0
reconhecimento e desencadeamento da resposta imune contra fungos patogénicos que possuem
PAMPs semelhantes a S. schenckii (Erwig e Gow, 2016). Dentre esses PRRs, ja foi demonstrada a
importancia dos TLR-2 e TLR-4 na infeccdo por S. schenckii (Sassa et al., 2009, 2012; Negrini et
al., 2013, 2014). Além disso, outros subconjuntos de células imunes classicas, como as linfoides
inatas e as células NK, e células imunes ndo classicas, como células epiteliais, células endoteliais e
plaguetas, também desempenham um papel crucial na orquestracdo de uma resposta antifingica
eficiente de forma independente do inflamassoma (Becker, 2015).

Durante as infecgbes, em resposta aos mecanismos de defesa do hospedeiro, o
desenvolvimento da inflamacdo pode ser evidenciado pelo aumento bago, uma vez que este 6rgao
esta sujeito ao recrutamento e a infiltracdo de células na tentativa de eliminar o patégeno (Altamura
et al., 2001; Mirkov et al., 2011). Para verificar, de forma indireta, a resposta inflamatdria nesta
infeccdo, os indices e parametros esplénicos foram analisados. Foi observada que a resposta
inflamatoria foi claramente alterada na auséncia da ativacao do inflamassoma NLRP3, uma vez que
os indices e parametros esplénicos foram inferiores nos trés tipos de animais KO quando
comparados aos WT ao longo da infecgéo, sugerindo que o inflamassoma NLRP3 contribui com o

desenvolvimento da inflamacéo nesta infecgéo fungica.
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Outros mecanismos de defesa antiflngica incluem a fagocitose e a producéo de espécies
reativas do nitrogénio, como o o0xido nitico (NO) que € um potente mediador da inflamacao, pois
contribui com a atividade citotoxica dos macrofagos frente aos patogenos (Carlos et al., 2003;
Fernandes et al., 2008). Deste modo, a liberacdo de NO pelos macrofagos peritoneais quando
desafiados com os antigenos LeY e F1 de S. schenckii foi avaliada e observamos que a liberacao
deste mediador foi semelhante frente a ambos os estimulos fangicos. Enquanto a auséncia dos
componentes do inflamassoma, ASC e caspase-1, ndo interferiu na liberacdo de NO durante os dias
da infeccdo avaliados, a auséncia do receptor NLRP3 resultou na liberacdo diminuida deste
mediador no inicio da infeccdo. No entanto, nos outros dias da infeccdo, a liberagdo de NO foi
semelhante entre os animais NLRP3” e WT, sugerindo que a sua producdo é dependente do
inflamassoma NLRP3 na fase inicial da infeccdo. Confirmando a relacdo do NLRP3 com o NO,
Gongalves et al. (2013) mostraram que animais NLRP3” e Casp-17" infectados com T. cruzi
tiveram graves defeitos na producdo de NO e um prejuizo na capacidade microbicida dos
macrofagos.

Por conseguinte, o aumento da liberacdo de NO pelas células dos animais NLRP3” pode
ter ocorrido devido a presenca de outros PRRs. Estudos prévios mostraram que os receptores TLR-2
e TLR-4 sdo essenciais para a producdo deste mediador na infeccdo por S. schenckii (Sassa et al.,
2009; Negrini et al., 2014). Outro PRR atuante pode ser a dectina-1 que é um receptor fundamental
para o reconhecimento de PAMPs flngicos e esta relacionado com a fagocitose, producédo de NO e
citocinas que participam do desenvolvimento da resposta Thl7, como a IL-1B, IL-6 e IL-23
(Hardinson et al., 2012; Ma et al., 2014; Pinke et al., 2016).

Em continuidade, pelo fato das citocinas IL-1 e IL-18 serem moléculas efetoras da via de
sinalizacdo do inflamassoma NLRP3 e por apresentarem importante papel protetor nas infecc¢oes
fangicas (Stuyt et al., 2002, 2004; Netea et al., 2003; Dinarello 2005, Tavares 2013, Mao 2014), o
envolvimento destas citocinas com a ativagdo do inflamassoma NLRP3 foi avaliado. Embora a

atividade do inflamassoma esteja associada a imunidade inata, a producdo de IL-1p e IL-18
90



influencia no desencadeamento da resposta imune adaptativa, pois essas citocinas estimulam o
desenvolvimento das respostas Thl7 e Thl, respectivamente (van de Veerdonk et al., 2011;
Richardson et al., 2015).

A IL-1B é uma citocina pré-inflamatoria essencial para induzir o desenvolvimento da
resposta Th1l7 (Chung 2009; Sutton et al., 2009; Lee et al. 2010). Por sua vez, as células Th17
secretam, dentre outras citocinas, a IL-17 que por induzir uma resposta inflamatoria, também
apresenta papel protetor nas infec¢des fungicas (Korn et al., 2009, Deep e Gibbons, 2009; Kagami
et al., 2010). A IL-17 induz a inflamacdo por meio da ativacdo de neutréfilos que ocorre,
principalmente, pela regulacdo positiva de G-CSF e CXC em células epiteliais da mucosa (Khader
et al., 2009). Em alguns estudos, foi demonstrado que o recrutamento de neutrofilos para o local da
infeccdo e a inducdo de peptideos antimicrobianos presentes nas superficies mucosas, dependentes
de IL-17, sdo importantes para as respostas do hospedeiro frente a C. albicans (Huang et al., 2004;
Gorr, 2009; Pietrella et al., 2011; Hernandez-Santos e Gaffen, 2012).

Diante do exposto, apés a determinacgdo de IL-1p e IL-17, foi observado que em presenca
do LeY a liberacdo de IL-1pB pelas células dos animais KO foi reduzida quando comparada aos
animais WT apenas no dia 14 pds-infeccdo. Ja a liberacdo de IL-17 foi reduzida pelas células dos
animais ASC™ em todos os dias estudados, enquanto que pelas células dos Casp-17"nos dias 7 e 14
pos-infeccdo, quando comparadas aos animais WT. Por outro lado, a liberacdo de IL-17 pelas
células dos animais NLRP3” foi reduzida quando comparada aos WT apenas no dia 14 pos-
infeccdo e, interessantemente, essas células foram capazes de liberar mais IL-17 que os WT no dia
21 pos-infecgdo. Adicionalmente, frente ao antigeno F1, a libera¢do de IL-1p foi acentuadamente
diminuida em todos os animais KO durante todos os dias de infeccdo avaliados e a producéo de IL-
17 nestes animais também foi prejudicada, com excecdo dos animais NLRP3” no dia 21 pos-
infeccdo. Dado o papel indutor da IL-1p sobre a IL-17, podemos sugerir que a liberagéo destas
citocinas durante a infecgdo por S. schenckii pode ser dependente do inflamassoma NLRP3. A

importancia da IL-1p e IL-17 na prote¢do do hospedeiro nas infec¢des flngicas corroboram com os
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resultados escontrados neste estudo, pois a baixa capacidade de producdo de IL-1p e IL-17 pelos
animais KO foi acompanhada pela eliminacdo prejudicada do fungo, comprovada pela maior carga
fangica presente nestes animais. Portanto, os resultados até 0 momento indicam que o papel protetor
do inflamassoma NLRP3 na infeccdo por S. schenckii depende da producéo de IL-1p e IL-17.

Como dito anteriormente, a IL-18 também é um produto final da ativacao do inflamassoma
NLRP3 e, além disso, em conjunto com a IL-12, estimula o desenvolvimento de células Thl pelo
fato de induzir a producdo de IFN-y (Lee et al. 2010; Guo et al., 2012). Vérios estudos ja
demonstraram que o IFN-y tem acdo central na imunidade protetora do hospedeiro contra fungos,
pois, dentre outros fatores, otimiza a ativacdo dos fagocitos (Romani, 2011; Espinosa e Rivera,
2012). Deste modo, o envolvimento das citocinas IL-18 e IFN-y foi avaliado na infecg¢do por S.
schenckii. Tanto frente ao LeY, quanto a F1, foi observado que a liberacdo de IL-18 foi
acentuadamente diminuida em todos os tipos de animais KO no dia 7 pds-infeccao, sugerindo que a
producdo desta citocina nos estagios iniciais da infeccdo, mas nao nos estagios tardios, depende da
ativacdo do inflamassoma NLRP3. No entanto, mesmo com a liberacdo reduzida da IL-18, todos 0s
tipos de animais KO foram capazes de produzirem IFN-y no dia 7 pos-infecgéo, principalmente os
animais NLRP3™". Contudo, nos outros dias da infeccdo a liberacdo de IL-18 e IFN-vy foi semelhante
entre os animais KO e WT.

A liberacdo de IFN-y pelos animais KO, mesmo frente a baixos niveis de 1L-18, pode ser
explicada pelas combinacdes de outras citocinas indutoras de IFN-y, tal como a IL-12 quando em
conjunto com IL-1p, IL-15, IL-2 ou TNF-a (Guo et al., 2012), sugerindo que a liberagdo de IFN-y
ndo é dependente do inflamassoma NLRP3 nesta infec¢do. A elevada producédo de IFN-y durante os
dias da infeccdo coincide com o perfil da liberacdo de NO, sendo que esta citocina pode estar
sustentando a producéo deste mediador inflamatdrio, uma vez que tem papel critico na ativacao de
macrofagos por meio da inducgdo de NO (Gonzales et al., 2000; Maia et al., 2006).

Alem do mais, a producdo de IL-18 semelhante entre os animais KO e WT nos dias 14 e

21 pos-infeccdo pode ser explicada pelo fato desta citocina ser constitutivamente expressa em
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células saudaveis (Dinarello et al., 2013). Deste modo, a clivagem de pro-1L-18 pode ser feita por
proteases diferentes da caspase-1, como por exemplo, por quinase presente nos mastocitos e por
granzima B encontrada em células T citotoxicas, células NK e neutrofilos (van de Veerdonk et al.,
2011; Novick et al., 2013). Portanto, isso explica a disponibilidade da IL-18 ativa de forma
independente da ativacdo do inflamassoma NLRP3 neste modelo experimental de esporotricose.

Todavia, diante dos resultados expostos ndo podemos descartar os efeitos das condigdes
experimentais utilizadas neste estudo. Em primeiro lugar, as culturas ex vivo foram desafiadas com
LeY e F1 e, portanto, a utilizacdo de outras preparacdes antigénicas ou 0 uso da levedura integra de
S. schenckii poderiam alterar os PAMPs expostos as células e, consequentemente, o perfil da
producdo das citocinas e NO. Em adicdo, os antigenos LeY e F1 também podem conter outros
PAMPs capazes de serem reconhecidos por PRRs diferentes daqueles que formam o inflamassoma
e, entdo, modificar o desencadeamento da resposta imune final.

Além da secrecéo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-18, outro mecanismo induzido
pela ativacdo do inflamassoma NLRP3 é a piroptose. A piroptose, morte celular mediada pela
caspase-1, € importante para eliminar o agente infeccioso, bem como para potencializar a resposta
imune adaptativa contra o patdgeno (Bergsbaken et al., 2009; Winkler e Rosen-Wolff, 2015). Como
esperado, foi verificada menor expressdo de caspase-1 ativa e, consequentemente, menor frequéncia
de células em piroptose nos animais KO do que nos WT no dia 7 pds-infeccdo. Esses resultados
sugerem que a piroptose atua na resposta imune contra S. schenckii, pois ajuda a controlar a
infeccdo eliminando o fungo. Também, a julgar pelo fato da expressdo da caspase-1 ativa ser
similar nos trés grupos KO, a ativagdo desta protease via inflamassoma parece depender do
reconhecimento deste fungo pelo inflamassoma NLRP3 na fase inicial da infecgéo.

Como a resposta efetiva contra fungos requer a contribuigdo coordenada da imunidade
inata e adaptativa (Kanneganti et al., 2007) foi importante analisar a participacdo das células T
nesse contexto. As células T helper desempenham papéis criticos na defesa do hospedeiro, pois séo

capazes de se diferenciarem em subtipos celulares especificos, como Thl e Thl7, dentre outros.



Cada um desses subtipos expressa um determinado fator de transcricdo e secreta citocinas
especificas em resposta aos agentes patogénicos (Nakayamada et al., 2012).

A IL-1B, em conjunto com TGF-B, IL-6 e IL-23, pode desencadear a diferenciacdo das
células Th17, que expressam o fator de transcricdo RORyt. No entanto, a associacao da IL-1 com a
IL-23, independente do TGF-B, pode induzir o desenvolvimento do fendtipo Thl7/Thl dessas
células, que sdo altamente patogénicas e expressam RORyt+T-bet+. A IL-18, por sua vez, em
conjunto com a IL-12, é responsavel pelo desenvolvimento das células Thl, que expressam T-bet+
(Lee et al., 2015; Luckheeram et al., 2015). Dada a diminuicdo acentuada da liberacdo de IL-1P e
IL-18 nos animais KO, a frequéncia das células Th17, Thl e Th17/Thl foi avaliada nesta infeccéo.
Nossos resultados mostraram que o desenvolvimento de células Th17 e Th17/Thl ficou prejudicado
nos grupos dos animais KO infectados, pois uma baixa frequéncia dessas células foi encontrada
nestes animais, sugerindo que a participacdo da resposta Th17 na infeccdo por S. schenckii depende
de mecanismos desencadeados pelo inflamassoma NLRP3. Os mecanismos derivados da ativacédo
do inflamassoma e envolvidos no controle da infeccdo por S. schenckii estdo provavelmente
relacionados a resposta Th17, tal como demonstrado em estudo prévio de Ferreira et al. (2015) que
mostrou um papel protetor de células Th17 nessa infeccdo. Além disso, podemos sugerir que 0
desenvolvimento da resposta Th1l7 induzido pelo inflamassoma NLRP3, no nosso modelo
experimental, é parcialmente devido ao efeito da liberagdo de IL-1p.

Por outro lado, a frequéncia de células Thl encontrada nos animais KO e WT foi
semelhante durante todos os dias da infeccdo avaliados. De acordo com resultados anteriores, as
células dos animais WT infectados liberaram maiores quantidades de IL-17, enquanto que nao
houve diferenga significativa na liberacdo do IFN-y pelas células dos animais WT e KO. Os
resultados das citocinas corroboram com a frequéncia das células Th17 e Thl encontradas.

As células T reguladoras, outro subtipo celular das T helper, desempenham um papel ativo
na supressdo e na manutencdo da auto-tolerancia e da homeostase imunolégica (Sakaguchi et al.,

2009). Contudo, essas células também podem apresentar um papel que ndo é totalmente
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compreendido na imunidade protetora, uma vez que as células T reg promovem a transi¢cdo de
células Th naive em células Th17, e, consequentemente, a producao das citocinas relacionadas com
a resposta Th17 (Veldhoen et al., 2006; Xu et al., 2007). Pandiyan et al. (2011) reportaram que as
células T reg possuem importante papel antimicrobiano na imunidade, pois participaram da
protecdo do hospedeiro contra C. albicans. Neste estudo foi encontrado que os animais NLRP3”
foram os Unicos a mostrarem aumento na frequéncia de células T reg quando comparados com 0s
WT, mas apenas no dia 14 pos-infec¢do. Tal aumento pode ter contribuido com a manutencdo da
frequéncia de células Th17 um pouco elevada nos animais NLRP3™ neste mesmo dia da infeccéo, e
isto pode indicar um mecanismo de protecdo adicional a estes animais. Embora nenhum dos
animais KO tenha mostrado uma reducdo estatisticamente significativa na frequéncia de células
Th17 no dia 14 pés-infeccdo, os animais NLRP3”" foram capazes de manter os niveis destas células
semelhantes aos animais WT. No entanto, isso ndo exclui a possibilidade de que a presenca elevada
de Th17 no dia 14 pés-infeccdo nos animais NLRP3™ possa vir de outras fontes que estimulem o
aparecimento das células Th17.

Além das células T helper, a frequéncia das células T citotoxicas também foi avaliada. Os
animais ASC™ e Casp-17", mas ndo os NLRP3"", mostraram maior frequéncia de células T CD8 que
0s WT ao longo da infeccdo. Em contrapartida, a expressdo da molécula CD8 foi reduzida em todos
0s tipos de animais KO durante os dias da infeccdo avaliados. Além das células Thl, outras células,
como as T citotoxicas e as natural killers (NK) liberam IFN-y em resposta a estimulagdo das
citocinas IL-18 e IL-12 (Guo et al., 2012; Gozalbo et al., 2014). Deste modo, a liberacdo
semelhante de IFN-y entre os animais WT e KO infectados pode estar relacionada a maior
frequéncia de células T CD8 nos animais KO, ja que esses animais produziram baixos niveis de IL-
18. No entanto, a producdo de IFN-y nos animais KO infectados também pode estar sendo
sustentada por outras células, como as NK, que participam de forma efetiva em modelo
experimental com animais Balb/c infectados com S. schenckii (Ferreira et al., 2015).

Adicionalmente, podemos sugerir que a maior presenca de células T citotéxicas nos animais ASC™
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e Casp-17 pode estar atuando como um mecanismo imune adicional de protecdo, uma vez que esses
hospedeiros apresentaram frequéncias reduzidas das diversas subpopulacées de células Th.

Os resultados encontrados neste estudo sdo apoiados por outros trabalhos que mostraram
um papel critico do inflamassoma NLRP3 na defesa antifingica do hospedeiro, que vai desde o
controle da infeccdo e a infiltragdo celular em 6rgéos infectados até o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa. Na infeccdo por C. albicans, a deficiéncia de NLRP3, ASC ou caspase-1
proporcionou ao hospedeiro uma menor sobrevida e maior carga fungica na cavidade oral e em
varios 6rgaos, incluindo os rins (Gross et al., 2009; Hise et al., 2009; Joly et al., 2009). Além disso,
a resposta imune adaptativa também tem sido associada a atividade do inflamassoma NLRP3 na
candidiase invasiva, uma vez que a diminuicdo das respostas Th17 e Thl foi acompanhada da
menor sobrevida e aumento da multiplicacdo fingica em animais ASC” e Casp-17" (van de
Veerdonk et al., 2011).

Outros estudos mostraram que o inflamassoma NLRP3 é essencial para a resisténcia do
hospedeiro contra P. brasiliensis devido ao seu papel na ativacdo da caspase-1 e a subsequente
secrecdo de IL-1P e IL-18 pelos macrdfagos infectados, demonstrando a importéncia da sinalizagédo
destas citocinas no controle do crescimento deste fungo (Tavares et al,. 2013; Ketekut-Carneiro et
al., 2015). Do mesmo modo, a infiltracdo de células imunes no pulmao, a depuracdo eficaz de C.
neoformans e a sobrevivéncia de animais infectados intranasalmente com cepas acapsulares de
baixa viruléncia deste fungo foram dependentes do inflamassoma de NLRP3 (Lei et al., 2013; Guo
et al., 2014). Recentemente, Karki et al. (2015) mostraram que animais com auséncia tanto de
NLRP3 quanto AIM2 sucumbiram a infeccdo por A. fumigatus mais rapidamente do que os animais
WT ou animais sem somente um desses receptores como resultado das agbes combinadas de
caspase-1 e caspase-8 no processamento das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-18. Por fim,
Mao et al., (2014) demonstraram que a producdo de IL-1B foi dependente da ativagdo do

inflamassoma NLRP3 na infec¢do por Microsporum canis.
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Por outro lado, recentemente, foi demonstrado por Borghi et al., (2015) que na candidiase
vaginal o recrutamento de neutrofilos e a inflamacdo dependentes do inflamassoma NLRP3 foram
associados ao agravamento da doenca. Adicionalmente, Moretti et. al. (2014) mostraram que
evitando-se a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e, portanto a liberacdo de IL-1B, animais com
aspergilose pulmonar apresentaram melhora no quadro de infeccdo. Até entdo, esses sdo 0s UNicos
relatos de um papel negativo do inflamassoma NLRP3 no contexto das infec¢fes fungicas. Essas
consideracGes mostram que a ativacdo balanceada do inflamassoma evita o desencadeamento de
respostas inflamatdrias exacerbadas, que poderiam causar danos ao hospedeiro.

Em conclusdo, o nosso estudo mostrou que o inflamassoma NLRP3 desempenha
importante papel protetor na infeccdo por S. schenckii devido a presenca de mediadores pro-
inflamatérios e respostas Th ao longo do eixo IL-1B-IL-17, correlacionando assim o
reconhecimento inato do fungo a resposta imune adaptativa. Embora sejam necessarias pesquisas
adicionais para compreender melhor os mecanismos dependentes de inflamassomas no
desenvolvimento da resposta imune contra S. schenckii, este trabalho representa um importante
avanco nesse sentido. Além do mais, este estudo visa contribuir com o desenvolvimento de novas

terapias preventivas e de tratamento para a esporotricose.
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8. Conclusdes

O inflamassoma NLRP3 desempenha importante papel protetor na infeccdo por S.

schenckii, uma vez que:

v' Foi critico para controlar a infeccdo, assim como para desencadear a resposta inflamatéria. Além

do mais, promoveu a ativacdo de caspase-1 e, portanto, o0 processo de piroptose.
v' Foi essencial para a producdo das citocinas IL-1pB, IL-17 e IL-18, mas ndo de IFN-y e, em
conseqiéncia desses perfis, foi responsavel pelo desenvolvimento de células Th17 e células mistas

Th17/Thl, mas ndo de células Thl somente.

v' Por outro lado, o inflamassoma ndo-funcional estimulou o desenvolvimento de células T

reguladoras e células T citotdxicas.
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Summary

Sporotrichosis is a mycosis caused by fungi from the Sporothrix schenckii species
complex, whose prototypical member is Sporothrix schenckii sensu stricto. Pattern
recognition receptors (PRRS) recognize and respond to pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) and shape the following adaptive immune response. A family of
PRRs most frequently associated with fungal recognition is the nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor (NLR). After PAMP recognition, NLR family
pyrin domain—containing 3 (NLRP3) binds to apoptosis-associated speck—like protein
containing a caspase recruitment domain (ASC) and caspase-1 to form the NLRP3
inflammasome. When activated, this complex promotes the maturation of the pro-
inflammatory cytokines interleukin (IL)-1p and IL-18 and cell death through pyroptosis.
In this study, we aimed to evaluate the importance of the NLRP3 inflammasome in the
outcome of S. schenckii infection using the following three different knockout (KO)
mice: NLRP3”, ASC”, and caspase-1”. All KO mice were more susceptible to
infection than the wild-type, suggesting that NLRP3-triggered responses contribute to
host protection during S. schenckii infection. Furthermore, the NLRP3 inflammasome
appeared to be critical for the ex vivo release of IL-1p, IL-18 and IL-17 but not IFN-y.

Additionally, a role for the inflammasome in shaping the adaptive immune response
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was suggested by the lower frequencies of type 17 helper T (Th17) and Th1/Th17 but
not Thl cells in S. schenckii-infected KO mice. Overall, our results indicate that the
NLRP3 inflammasome links the innate recognition of S. schenckii to the adaptive

immune response, thus contributing to protection against this infection.

Introduction

Fungi from the Sporothrix schenckii species complex, including Sporothrix albicans,
Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana, and
Sporothrix schenckii sensu stricto, are the causative agents of sporotrichosis, a mycosis
characterized by an acute and chronic evolution of cutaneous or subcutaneous nodular
lesions affecting humans and other animals. The disease follows the traumatic
inoculation of the fungus through soil-inoculating injuries, inhalation of conidia, or

zoonotic transmission especially from cats and dogs (1-3).

Sporotrichosis has been reported in various countries and has achieved endemic status
in many of them, most commonly in those from tropical and subtropical climate
regions. However, since sporotrichosis is not a mandatory reportable disease, its exact
prevalence is unknown. In Brazil, sporotrichosis cases have been increasing in a
consistent fashion as follows: 13 human cases of sporotrichosis were diagnosed between
1987 and 1997, whereas an epidemic was observed between 1998 and 2004 with more
than 750 human, 1503 feline, and 64 canine cases (4, 5).The city of Rio de Janeiro in
Brazil, where sporotrichosis is hyperendemic as noted by reports of approximately 2200
human and 3244 feline cases of sporotrichosis between 1998 and 2009 (6), is especially

concerning.
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The immune mechanisms involved in resistance and susceptibility of the host to
infection by S. schenckii are not fully understood (7). Previous studies showed that cell-
based and innate immune responses are developed during the S. schenckii infection in
mice (8-13) and that type 1 helper T (Thl) and Th2 responses are elicited in an antigen-
specific manner against cell-wall antigens of this fungus (14). More recently, we
showed that the S. schenckii systemic mice infection induces the development of a
protective Th17 response, featuring both Thl7 and Th17/Thl cells and the augmented
ex vivo release of interleukin (IL)-17 and IL-22 (15). We also showed that the passive
transference of sera from mice immunized with Al(OH)s-adjuvanted S. schenckii cell-

wall proteins can induce protection in a subsequent challenge with the fungus (16).

The innate recognition of pathogens by pattern recognition receptors (PRRs) shapes the
following adaptive immune response, thus playing a critical role in determining the
outcome of the infection (17). To prevent pathogen invasion, PRRs survey the intra and
extracellular space and play a critical role in the innate immune response by recognizing
pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs) and damage-associated molecular pat-
terns (DAMPs) (18). Therefore, the recognition of S. schenckii by toll-like receptors
(TLRs) 2 and 4 has been associated with the induction of pro-inflammatory cytokines
and other mediators (19-22). Thus, there is a reason to believe that other PRRs

participate in the host immune response against S. schenckii.

Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs), given their
cytoplasmic localization, act as a second line of defence to the host (23). Members of
this receptor family act as the PAMP- or DAMP-recognizing part of a multi-protein

complex called inflammasome (24, 25). The NOD-like receptor family piryn domain
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containing 3 (NLRP3) inflammasome emerged as the most versatile due to its broad
specificity, allowing it to trigger an immune response against many different pathogens,
including important protective roles against Candida albicans (26-28), Aspergillus
fumigatus (29), Cryptococcus neoformans (30), and Paracoccidioides brasiliensis (31,

32).

After PAMP recognition, NLRP3 receptors bind to the adaptor molecule Apoptosis-
associated Speck-like protein containing a Caspase recruitment domain (ASC) and
caspase-1, forming the NLRP3 inflammasome. When activated, this molecular complex
promotes the maturation of pro-1L-1B and pro-IL-18 into their respective active forms
through caspase-1-mediated cleavage (33, 34). IL-1p and IL-18, in turn, contribute to
host defence against fungal infections by increasing the antimicrobial capacity of
phagocytes and initiating adaptive immune responses (28). Recently, we reported that
peritoneal macrophages from S. schenckii infected mice display reduced caspase-1
activity and diminished secretion of IL-1p and IL-18, thus suggesting the involvement
of inflammasome-triggered responses in sporotrichosis (35). In addition to inducing the
production of pro-inflammatory cytokines, the inflammasome protects the host from
invading pathogens through pyroptosis, a caspase-1-regulated highly inflammatory cell

death (36, 37).

Due to its protective role in various infections, the NLRP3 inflammasome has been a
promising target for the development of new therapeutic strategies against such
infections. However, there is not a single study exploring the inflammasome-fungus

relationship with respect to sporotrichosis. Therefore, in this study, we aimed to address
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the role played by the NLRP3 inflammasome in the S. Schenckii systemic infection in

mice.
Materials and Methods
Animals

Male 6- to 7-week-old NLRP3™, ASC™, and caspase-1"mice, plus strain-matched WT
(C57BL/6) mice, were obtained from the Isogenic Breeding Unit of the Ribeirdo Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brazil. The animals were
housed in individually ventilated cages in an ambient and controlled temperature and
12-hour light/dark cycles. Clean water and food were offered ad libitum. 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 (protocol

no 17/2013).
Microorganism and culture conditions

S. schenckii sensu stricto 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 preparation of the alkali-insoluble fraction 1 (F1), 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. Then, an aliquot containing 10" yeast cells was

transferred to a fresh medium and cultured for 5 more days under the same conditions to
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achieve a virtually 100% mycelium-to-yeast conversion in a logarithmically growing

culture.

Experimental design

Animals were intraperitoneally inoculated with 10°S. schenckii yeast cells in sterile
PBS, pH 7.4 (hereafter, PBS) or an equal volume of PBS alone and then euthanized at

7, 14, and 21 days post-inoculation (dpi).

F1 preparation

F1 was isolated by repeated alkaline extraction. Briefly, S. schenckii yeasts were
suspended in 1 N NaOH, gently stirred for 1 h at room temperature and then centrifuged
at 5,000 xg for 10 min. The above procedure was repeated four times, and the resulting
supernatants were combined. The alkali-insoluble sediment was washed with water until
it reached a pH of 7.0 and was then washed with pure ethanol, acetone, and diethyl
ether, in that order. F1 was re-suspended in RPMI-1640 complete medium (RPMI-
1640C, defined as the base RPMI-1640 medium containing 20 pM of 2pB-
mercaptoethanol, 100 U/mL of penicillin and streptomycin, 2 mM of L-glutamine and

5% fetal calf serum) and sonicated until a homogeneous solution was obtained.

Assay for CFUs

Assessment of the fungal burden was performed through CFU recovery from the spleen
by plating an aliquot of the macerate of the organ into Mycosel agar. Spleens were

aseptically collected and passed through a 100 pum cell strainer into a Petri dish
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containing 2 mL of PBS with the aid of a syringe plunger. The plates were counted after

4 days of incubation at ambient temperature.

Histopathological analysis

Spleens were removed, fixed in 10% formalin for 48 h and then embedded in paraffin.
Tissue sections (5 mm) were subjected to the Gomori-Grocott staining using standard
protocols (Easy Path) to allow visualization of the silver-impregnated yeasts. Each
spleen was scored according to the degree of fungus presence as follows: no fungus
presence = 0; low fungus presence = 1; moderate fungus presence = 2; high fungus
presence = 3; extreme fungus presence = 4. Photos were taken with an optical
microscope (Leica DM2500) at 400x magnification using the Leica Application Suite

3.8 software.

Splenic parameters

Spleens were aseptically collected, weighed on a precision scale (Boeco, Germany) and
measured with the aid of a digital caliper (Mitutoyo Sul Americana LTDA, Brazil) for

calculation of the splenic index (length x width x diameter).

Peritoneal macrophages

Peritoneal exudate cells were elicited by intraperitoneally inoculating mice with 3%
thioglycolate 3 days prior to cell harvest in cold PBS. After washing once with PBS,
macrophages were differentially counted in a Neubauer chamber and adjusted to 5 x 10°
cells/smL in RPMI-1640C. Non-adherent cells were removed by incubating the cell

suspension in tissue culture plates for 1 h at 37 °C and 5% CO, and then discarding the
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supernatant; the remaining adherent cells were incubated at 37 °C, 5% CO; for 24 h and

used for the subsequent experiments.

Total splenocytes

Spleens were aseptically removed and passed through a 100 pm cell strainer into a Petri
dish containing 2 mL of PBS with the aid of a syringe plunger. For red cell lysis, 6 mL
ofa 0.17 M ammonium chloride solution was added tothe resulting suspension and then
incubated on ice for 5 min. Splenocytes were then separated from the supernatant by
centrifugation at 300 x g for 5 min at 4 °C, washed once with 3 mL of RPMI-1640C and
then resuspended in 1 mL of the same medium. Cell concentration was determined by
microscopy using the Trypan blue exclusion test and then the splenocytes were adjusted

to 107 cells/mL in RPMI-1640C.

Cytokines

Peritoneal macrophages were cocultured with splenocytes at a ratio of 1:2 for 24 h at 37
°C and 5% CO; on flat-bottom 48-well tissue culture plates in the presence of F1 (31.25
pg/mL in  RPMI-1640C). Final concentrations were 2.5 x 10° peritoneal
macrophages/mL and 5 x 10° splenocytes/mL. Lipopolysaccharide (LPS) from
Escherichia coli 0111 B (5 pg/mL in RPMI-1640C) and Concanavalin A (ConA) (0.25
ug/mL in RPMI-1640C) were used as positive controls. RPMI-1640C alone was used as
negative control. IL-1B, IL-17, IL-18, and IFN-y were measured in the supernatant
using standard sandwich ELISA (eBioscience) according to the manufacturer’s

recommendations.

Detection of activated caspase-1
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Peritoneal macrophages (10° cells/well) were obtained as described above and stained
with a caspase-1 fluorescent-labelled inhibitor of caspases (FLICA) kit
(Immunochemistry Technologies) according to the manufacturer’s instructions.
Pyroptotic cells were defined as those showing concomitant caspase-1 activation and
cell death (FLICA+PI+ cells). Flow cytometric analysis was performed in a BD Accuri
C6 flow cytometer (BD Biosciences) and the flow cytometer’s proprietary software. At

least 60,000 events were effectively included in each analysis.

Phenotyping

The splenocytes were stained with the following Abs specific for flow-cytometric
analysis: anti-CD3 FITC (clone 17A2), anti-CD4 APC (clone RM4-5), anti-CD25 PE
(clone PC61-5), anti-T-bet PerCP-cy5.5 (clone eBio4B10), anti-RORyt PE (clone B2D),
anti-Foxp3 PE-Cy7 (clone FIJK-16s); all from eBiosciences. For all staining procedures,
only freshly isolated, unstimulated splenocytes were used. Splenocytes were assessed
for the frequency of Thl7 (CD3+CD4+RORyt+), Thl/Thl7 (CD3+CD4+T-
bettRORyT+), Thl (CD3+CD4+T-bet+), Thl (CD3+CD4+T-bet+), and T regulatory
(Treg) (CD3+CD4+CD25+Foxp3+) cells. Briefly, the cells were stained for the
extracellular markers, then fixed and permeabilized using eBiosciences’ intracellular
fixation & permeabilization buffer set, and then stained for the transcription factors T-
bet, RORyt, and Foxp3. The events were acquired using a BD Accuri C6 flow
cytometer (BD Biosciences) and analysed with the flow cytometer’s proprietary

software. At least 100,000 events were effectively included in each analysis.

Statistical analysis
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Statistical analysis was performed in GraphPad Prism ver. 6.01 by applying Student’s t-
test or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post test as
indicated. Differences were considered statistically significant when p < 0.05. The data

are expressed as the means + SD.
Results
The NLRP3 inflammasome has a protective role in the S. schenckii infection

To address the role of the inflammasome in the S. schenckii infection, we first
determined the fungal load in the spleens of S. schenckii-infected ASC™", caspase-17,
NLRP3” and WT mice. ASC”" mice exhibited higher load than the WT only at 7 dpi,
while caspase-17" mice had higher load at 7 and 21 dpi (Figure 1A). Additionally,
histological analysis corroborated the above results, showing a greater number of yeasts
in the spleens of ASC™ mice at 7 dpi and of caspase-17" mice at 7 and 21 dpi (Figures
1B and C). Interestingly, at 14 dpi, both ASC” and caspase-17" mice showed a similar
fungal load to the WT. However, the fungal load in the spleens of NLRP3” mice was
higher than in WT at all time-points but especially at 7 dpi (Figure 1A). As before, these
results were corroborated by histological analysis, except at 14 dpi (Figures 1B and1C).
Furthermore, despite the impaired capacity to eliminate the fungus, all the knockout
(KO) animals, similarly to the WT animals, were able to survive and eliminate the

infection at 35 dpi.

Inflammasome favours the inflammatory response in spleen during the S. schenckii

infection
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We determined the weight of the spleen and the splenic index as an indirect measure of
the level of inflammatory response. A difference in spleen weight was noted only at 21
dpi among infected mice, with NLRP3”, ASC”, and caspase-17" mice showing a
similarly lower weight increase as compared with the WT (Figure 2A). The splenic
index, however, was lower for mice from all three KO groups at 14 and 21 dpi (Figure
2B and 2C). Among the uninfected control animals, there was no difference either in the
weight of the spleen or the splenic index between the WT and KO mice throughout the

study.
The protective effect of the inflammasome may be linked to IL-1 and IL-17 production

The inflammasome activity results in IL-1p and IL-18 production from their inactive
precursors, the pro-IL-1p and pro-1L-18; therefore, we measured the ex vivo release of
these cytokines by F1-stimulated macrophage-splenocyte cocultures. Upon infection,
IL-1B release by the cells from all three KO groups was markedly diminished when
compared to the WT throughout the studied period (Figure 3A). In accordance with the
above, S. schenckii-infected ASC™ and caspase-1”" mice showed a reduced IL-17
release as compared with the WT throughout the studied period (Figure 3B). However,
the infected NLRP3” mice showed a diminishment in IL-17 as compared with the WT
at only 14 dpi. On the other hand, IL-18 release by cells from all KO groups was
markedly diminished as compared with the WT at only 7 dpi, except for ASC™ mice,
which showed impaired IL-18 release also at 21 dpi(Figure 3C). Regardless, IFN-y
release from all KO groups was unaffected throughout the study period (Figure 3D).
The release of all cytokines by cells from the uninfected control mice was extremely

low to non-detectable.
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Active caspase-1 expression and cell death by pyroptosis are increased during the S.

schenckii infection

The activation of the NLRP3 inflammasome requires caspase-1, a proteolytic enzyme
linked to a cell death process called pyroptosis; thus, we decided to assess this enzyme
in peritoneal macrophages during the S. schenckii infection. Although the frequency of
active caspase-1-expressing macrophages was similar among all the KO and WT mice
at 7 dpi (Figure 4A), the expression of this enzyme (as measured by its median
fluorescence intensity - MFI) was significantly lower in the cells of the KO animals
(Figure 4B). Accordingly, S. schenckii-infected NLRP3”", ASC™, and caspase-1" mice
showed a similarly lower frequency of pyroptotic cells (active caspase-1-expressing
dead cells) as compared to the WT at 7 dpi (Figure 4C). A low frequency of active
caspase-1-expressing live and dead cells was found among the control uninfected KO or

WT mice throughout the study.

Thl7 and Th1/Th17 cell development are impaired in the absence of inflammasome

activity

Next, we decided to address whether the inflammasome had a role in the development
of Th17 (T-bet-RORyT+), Th17/Thl (RORyT+T-bet+), and Thl (T-bet+RORyT-) cells
during the S. schenckii infection. We found a higher frequency of all the three cell types
in the spleen during S. schenckii infection in WT mice. However, the infected ASC™
mice had a lower frequency of Thl7 cells as compared with the WT at only 7 dpi,
whereas NLRP3™" and caspase-17 mice did it at both 7 and 21 dpi (Figure 5A).
Statistical analysis showed no significant difference in the frequency of Thl7 cells

among the infected mice at 14 dpi, although it is noteworthy that the frequency of these
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cells in NLRP3” mice was very similar to that of the WT. In general, the frequency of
Th17/Thl cells was higher than that of Thl7 cells in S. schenckii-infected WT mice,
although the development of Th17/Thl cells was the most impaired in all the KO
groups (Figure 5B). Th1l cells, however, were found at similar frequencies between WT
and KO mice throughout the study (Figure 5C). Among uninfected control animals,
there was no difference in the frequency of either cell type between the WT and KO

mice throughout the study.

Treg cell development is favoured in the absence of NLRP3 during the S. schenckii

infection

Given that the various Th cell subtypes show cross-regulation and the impaired
development of both Th17 and Th17/Th1 cells in the S. schenckii-infected KO mice, we
decided to determine the frequency of Treg cells in these animals. ASC™ and caspase-1°
" mice showed a similar frequency of Treg cells as compared to the WT throughout the
studied period (Figure 6A). Interestingly, the NLRP3”" mice had an increased frequency
of these cells as compared with the WT at 14 dpi (Figure 6A). There was no difference

in the frequency of Treg cells between the WT and KO mice among uninfected control

animals throughout the study.
Discussion

Inflammasome assembly requires the activation of an upstream sensor, a downstream
effector and, in most cases, an adaptor molecule, such as ASC. Depending on whether
ASC is required, inflammasomes can be categorized into ASC-dependent and ASC-

independent (38), the latter being represented by complexes lacking an adaptor with
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NLRP1b as the sensor (39) or assembled with NLRC4 instead of ASC (40).
Additionally, inflammasomes can be divided into canonical and non-canonical based on
the activation of caspase-1 or -11 (caspase-1, or -4 and -5 in humans), respectively. In
non-canonical inflammasomes, caspase-1 activation occurs indirectly through caspase-
11 (23, 33). The engagement of NLRP3 by a PAMP leads to the recruitment of ASC,
resulting in the cleavage of pro-caspase-1 into its active form (41). However, ASC also
interacts with other sensors, such as NLRP6 (42), NLRP10 (43), and AIM2 (absent in

melanoma 2) (44).

The NLRP3 inflammasome is the most widely characterized, and various studies show
its importance in the antifungal immune response (26-32); thus, we decided to assess its
relevance in the development of the immune response against S. schenckii. We found
that the absence of the inflammasome components ASC and caspase-1 results in an
impaired control of the S. schenckii infection by the host, which was more pronounced
in caspase-17" mice in the late stage of the infection. These data suggest that caspase-1
modulates additional mechanisms that maybe related to ASC-independent
inflammasomes, which would be involved in the development of a protective immune
response late in the infection. In turn, ASC-dependent inflammasomes seem to be more
important at the beginning of the infection, supposedly owing to their role in
modulating important early mechanisms, whereas the development of an adaptive
immune response or other late mechanisms could overcome the impaired fungal control
in ASC™ mice. Similarly, NLRP3" mice showed an equally impaired capacity to
control the infection compared to the caspase-17~ ones. These data support a protective

role for NLRP3 in the S. schenckii infection from its early to late stages.
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During infection, the development of inflammatory response is evident from the
increase in weight and size of the spleen, because this organ plays a fundamental role in
pathogen elimination and hence is subjected to augmented cell infiltration and exudate
production (45, 46). In the absence of NLRP3, ASC or caspase-1, the impaired
inflammatory response is clearly noted by a lower splenic index in all KO groups as
compared with WT throughout the study, suggesting that inflammasome-driven
responses contribute to the development of inflammatory responses during S. schenckii

infection.

The end point of inflammasome activation is the production of the fully mature
inflammatory cytokines IL-1B and IL-18. These cytokines are produced as inactive
precursors that undergo caspase-mediated cleavage to yield biologically active
molecules. Although inflammasome activity is associated with innate immunity, the
production of functionally mature IL-1B and IL-18 influence the outcome of the
adaptive immunity, thus, affecting Thl7 and Thl responses, respectively (28, 47). As
expected, the IL-1B release in all the KO groups (NLRP3”, ASC™, and caspase-17)
was markedly diminished, suggesting the inflammasome-driven release of this cytokine
during the S. schenckii infection is exclusively dependent on the NLRP3 inflammasome.
These results together with the given role of IL-1B in inducing IL-17 production
together with 1L-23 (48, 49) provide an explanation for the impaired IL-17 release in all
the KO groups. The release of IL-18, in turn, was diminished in all the KO groups only
at 7 dpi, thus suggesting that IL-18 production during early but not later stages of
infection was dependent on the activation of the NLRP3 inflammasome. Nevertheless,
KO mice could maintain a sustained IFN-y release at 7 dpi despite the lack of IL-18, a

cytokine known for its IFN-y-inducing properties together with IL-12 or IL-15. This
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result can be attributed to the residual IL-18 levels and other IFN-y-inducing cytokine
combinations such as IL-12 plus IL-1B, IL-15, IL-2 or TNF-o (50). Lastly, the
inflammasome-independent IL-18 production found in our model could be explained by
the pro-1L-18-cleaving activity of proteases other than caspase-1, either intra (e.g., by
chymase in mast cells and granzyme B in cytotoxic T cells, NK cells, and neutrophils)
(51) or extracellularly (likely by neutrophil proteases acting on the pro-IL-18 released

from dying cells) (52).

A diminished release of IL-1B and IL-17 accompanied the impaired control of the
infection, suggesting that these cytokines may contribute to the protective effect of the
inflammasome, including the NLRP3 inflammasome, in the S. schenckii infection. IL-
17 is produced by Th17 cells, among others, and it plays a protective role in various
fungal infections by inducing inflammation (53, 54) as a result of the indirect activation
of neutrophils, which occurs primarily through the upregulation of G-CSF and CXC
chemokines in mucosal epithelial cells and the local stroma (55). The IL-17-dependent
recruitment of neutrophils to the site of infection is likely an important element in host
responses to C. albicans (56, 57), as is the induction of antimicrobial peptides (AMPSs)

at mucosal surfaces possessing direct antifungal activity towards Candida (58, 59).

However, we cannot discard the effects of the experimental conditions used in our
findings. First, the ex vivo cultures were challenged with F1; thus, it is possible that the
use of other antigen preparations or the whole yeast would change the PAMP profile
which the cells were exposed to and, hence, the results. Although F1 is mostly
composed of alkali-insoluble glucans (60), it can also contain PAMPs capable of

engaging PRRs other than those forming the inflammasome and, therefore, affecting the
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final cytokine response. Furthermore, B-glucans themselves are recognized by other
PRRs, such as dectin-1, which has been reported to have a role in phagocytosis and the
production of nitric oxide and Th17-inducing cytokines such as IL-1p, IL-6, and IL-23
during fungal infections (61, 62). Second, the assessment of in vivo production instead
of the ex vivo release of cytokines shall give a more direct perspective on the actual

mechanisms at play in our model.

In addition to its role in the maturation of IL-1p and IL-18, caspase-1 can trigger
inflammation through the initiation of pyroptosis, an inflammatory cell death that
results in the elimination of the infecting agent and the reinforcement of the immune
response (63, 64). As expected, our results showed lower active caspase-1 expression
and, consequently, a lower frequency of cells undergoing pyroptosis in the KO mice,
thus suggesting that pyroptosis plays a role in the immune response against S. schenckii.
Additionally, judging by the fact that the active caspase-1 expression was similar among
all three KO groups, the activation of this protease through the inflammasome pathway
during the S. schenckii infection appears to solely depend on the recognition of this

fungus by NLRP3.

Th cells play critical roles in host defence and immune-mediated diseases through their
ability to differentiate into specialized subsets. These subsets attain restricted patterns of
cytokine secretion and specific expression of master transcription factors in response to
microbial pathogens (65). IL-1pB can trigger Th17 cell differentiation while IL-23 is
required for stabilizing and evoking a pathogenic T-bet+RORyt+ (Th1/Th17) phenotype
in these cells independent of TGF-B (66, 67). We assessed the frequency of Th17 and

Th1/Th17 cells in KO groups given the markedly diminished IL-1p release in these
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animals. A low frequency of both cell types and a diminished release of IL-17 was
found in all three KO groups albeit with important timing differences, suggesting that
the S. schenckii infection stage determines the requirement of the Th17 response for
NLRP3-triggered mechanisms. Our findings lead us to believe that the inflammasome-
derived mechanisms involved in controlling the S. schenckii infection are probably
linked to the Th17 response, which is in accordance with the recently reported
protective role of such response in this infection (15). Furthermore, it seems that the
inflammasome-induced development of Th17 response in our model is partially due to

its effect on IL-1p.

Like WT, the KO mice despite their impaired ability to control the infection, could
survive and eliminate the fungus. This may be partly related to the residual production
of IL-17 and IFN-y or due to other immune mediators not assessed in this study. Such
mediators could take part in antifungal mechanisms whose role in the absence of the
inflammasome may have been sufficient to allow the KO mice to eliminate the infection
ultimately. For instance, a multitude of inflammasome-unrelated PRRs such as TLRs,
CLRs (e.g., dectin-1 and -2) and others (e.g., CD14, CR, CD36, and galectin 3) are
critical for the initial recognition and subsequent immune response against fungi
displaying a PAMP profile similar to that of S. schenckii (68). Among these, TLR-2 and
-4 have already been shown to have a role in the S. schenckii infection in mice (19-22).
Other subsets of classical (e.g., innate lymphoid cells and NK cells) and non-classical
immune cells (e.g., epithelial cells, endothelial cells, and platelets) may also play a
crucial role in the orchestration of an efficient antifungal host response independently of

the inflammasome (69).
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Our findings are supported by a series of other studies showing a critical role for the
inflammasome in host defence against many pathogenic fungi, ranging from survival
enhancement to adaptive immunity development and cell infiltration into infected
organs. In disseminated Candida infections, NLRP3, ASC, or caspase-1 deficiency has
been shown to lead to increased susceptibility, mortality and fungal burden in several
organs (26, 27, 70). Moreover, adaptive immune responses have also been linked to
inflammasome activity in invasive candidiasis, manifesting as diminished Th1/Th17
responses followed by increased fungal outgrowth and lower survival in ASC” and
Casp-17" mice (28). Other study showed that the NLRP3 inflammasome is essential for
resistance against P. brasiliensis owing to its role in caspase-1 activation and further
secretion of IL-1p and IL-18 by P. brasiliensis—infected macrophages (32). Immune cell
infiltration into the lung and effective clearance of C. neoformans were both dependent
on the NLRP3 inflammasome (30), which was also implicated in aiding survival and
promoting lung leukocyte infiltration and fungal clearance of mice intranasally infected
with a low virulence acapsular strain of C. neoformans (71). Recently, Karki et al.
(2015) showed that mice lacking both AIM2 and NLRP3 succumbed to A. fumigatus
infection more rapidly than WT mice or mice lacking a single receptor because of the
combined actions of caspase-1 and caspase-8 in processing the pro-inflammatory

cytokines IL-1P and IL-18 (72).

Treg cells are another Th cell population that plays an active suppressive role in the
maintenance of immunological self-tolerance and immune homeostasis, but their role in
protective immunity is not fully understood (73). Treg cells can powerfully promote the
transition of naive Th cells into Th17 cells producing the full suite of characteristic

cytokines (74, 75) and, thus, may have an important antimicrobial role in immunity,
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having been reported to participate in host protection against C. albicans (76). NLRP3™
mice were the only ones to show an altered (increased) frequency of Treg cells as
compared with the WT but only at 14 dpi; this increase may have contributed to
maintain the frequency of Th17 cells in NLRP3” mice at this time-point. Although
neither KO strain showed a statistically significant reduction in the frequency of Th17
cells at 14dpi, NLRP3” mice were distinctly able to keep WT levels of this cell

population.

In conclusion, our study shows that inflammasomes, especially those assembled with
NLRP3, play a protective role in the S. schenckii infection. This protective role may be
attributed to the triggering of pro-inflammatory mediators and Th responses along the
IL-1B-I1L-17 axis, thus linking the innate recognition of the fungus to the following
adaptive immune response. Our study paves the way for understanding the
inflammasome-dependent mechanisms leading to the development of the immune
response after the recognition of S. schenckii. Further research in this direction may be

necessary to elaborate on our findings.
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Figure legends

Figure 1. Fungal burden. Mice were intraperitoneally inoculated with 10°S. schenckii
yeast cells in PBS (infected) or PBS only (uninfected) and then euthanized on the
indicated time-points for determination of the fungal burden. A: number of CFU
recovered from the spleens. B: histological classification based on the number of silver-
impregnated yeasts in Gomori-Grocott-stained spleen sections. C: representative photos
of the Gomori-Grocott-stained spleen sections on day 7 post-inoculation. Original
magnification x400. Statistical significance was determined by Student’s t-test (A) or by
two-way ANOVA using Bonferroni’s post-test (B) and a 95% confidence interval. * (p
< 0.05) and ** (p < 0.01) for comparisons with the WT group in each time-point. The
results are presented as the individual values of 6 to 9 mice fromthreeseparate

experiments (A) or as the mean £ SD of 4 mice from two separate experiments (B).
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Figure 2. Splenic parameters. Mice were intraperitoneally inoculated with 10°S.
schenckii yeast cells in PBS (infected) or PBS only (uninfected) and then euthanized on
the indicated time-points for assessment of splenic parameters. A: weight of the spleen.
B and C: splenic index.Statistical significance was determined by two-way ANOVA
using Bonferroni’s post-test and a 95% confidence interval. * (p < 0.05), ** (p < 0.01),
*** (p < 0.001), and **** (p < 0.0001) for comparisons with the WT group in each
time-point. The results are presented as the mean + SD of 5 mice from three separate

experiments.

Figure 3. Cytokine release. Mice were intraperitoneally inoculated with 10°S. schenckii
yeast cells in PBS (infected) or PBS only (uninfected) and then euthanized on the
indicated time-points for assessment of the ex vivo cytokine release in the coculture of
total splenocytes and peritoneal macrophages stimulated by F1. Supernatant-
accumulated cytokines were measured by ELISA according to the manufacturer’s
instructions. A: ex-vivo release oflL-1pB.B: ex-vivo release of IL-17. C: ex-vivo release of
IL-18. B: ex-vivo release of IFN-y. Statistical significance was determined by two-way
ANOVA using Bonferroni’s post-test and a 95% confidence interval. ** (p < 0.01), ***
(p < 0.001), and **** (p < 0.0001) for comparisons with the WT group in each time-
point. The results are presented as the mean = SD of 5 mice from three separate

experiments.

Figure 4.Active caspase-1 expression and cell death by pyroptosis. Mice were
intraperitoneally inoculated with 10°S. schenckii yeast cells in PBS (infected) or PBS
only (uninfected) and then euthanized on the indicated time-points for assessment of

active caspase-1 expression and pyroptotic cell death by peritoneal macrophages. A:
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frequency of active caspase-1-expressing peritoneal macrophages. B: median
fluorescence intensity of Flica+ peritoneal macrophages. C: frequency of peritoneal
macrophages undergoing pyroptosis. D: representative plots from day 7 post-
inoculation. Statistical significance was determined by two-way ANOVA using
Bonferroni’s post-test and a 95% confidence interval. * (p < 0.05) and ** (p < 0.01) for
comparisons with the WT group in each time-point. The results are presented as the

mean = SD of 3 mice from two separate experiments.

Figure 5. Frequency of Thl7, Th1/Th17 and Thl cells in the spleen. Mice were
intraperitoneally inoculated with 10°S. schenckii yeast cells in PBS (infected) or PBS
only (uninfected) and then euthanized on the indicated time-points for assessment of the
frequency of RORyT+, T-bet+RORYyT+ and T-bet+ Th cells in the spleen.A, B and C:
frequency of the indicated subsets.D: gating strategy.E: representative plotsfrom day 21
post-inoculation. Statistical significance was determined by two-way ANOVA using
Bonferroni’s post-test and a 95% confidence interval. * (p < 0.05), ** (p < 0.01), and
**** (p < 0.0001) for comparisons with the WT group in each time-point. The results

are presented as the mean + SD of 5 mice from three separate experiments.

Figure 6. Frequency of Treg cells in the spleen. Mice were intraperitoneally inoculated
with 10°S. schenckii yeast cells in PBS (infected) or PBS only (uninfected) and then
euthanized on the indicated time-points for assessment of the frequency of
CD25+Foxp3+ Th (Treg) cells in the spleen.A: frequency of Treg cells. B: gating
strategy. C: representative plots from day 14 post-inoculation.Statistical significance

was determined by two-way ANOVA using Bonferroni’s post-test and a 95%



747  confidence interval. ** (p < 0.01) for comparison with the WT group in each time-point.

748  The results are presented as the mean = SD of 5 mice from three separate experiments.
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Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 17/2013

Interessado: AMANDA COSTA GONCALVES

Orientador: Prof? Dr? Iracilda Zeppone Carlos

Projeto: Papel do inflamassoma em infecgdo fungica induzida por
Sporothrix schenckii

Parecer n2 26/2013 — Comiss3o de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 19 de Junho de 2013, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: “Papel do inflamassoma em infecgdo fungica induzida
por Sporothrix schenckii’, apresentado pela Pés-graduanda Amanda Costa
Goncalves, sob orientacdo da Prof? Dr? Iracilda Zeppone Carlos, do
Departamento de Analises Clinicas desta Faculdade, esta estruturado dentro
dos principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA, manifestando-se
FAVORAVEL & sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em

JULHO de 2016, em formulario para este fim.
Araraquara, 27 de junho de 2013.
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Prof2 Dr2 ALEXANDRA IVO DE MEDEIROS
Vice-coordenadora da CEUA




