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RESUMO

Estudos tém demonstrado que o reconhecimento inicial de microrganismos é
mediado por receptores celulares expressos em células da imunidade inata
denominados receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs). Assim, a interacéo
entre moléculas de superficie dos patdgenos e receptores homologos presentes na
membrana celular de mondcitos, modula a fagocitose, a ativacdo da célula e
consequentemente a producdo de citocinas. Trabalhos tém demonstrado a
importancia da estimulacédo de receptores toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4), receptores
de manose (MR) e dectina-1 de mondcitos, tanto em infec¢cdes bacterianas como
fungicas, culminando com inducdo de producdo de vérias citocinas. A IL-18 é uma
citocina indutora de IFN-y e possui uma agao extremamente importante, por ser
capaz de promover tanto uma resposta do tipo Th; ou Th,, dependendo do contexto
de estimulagdo e do microambiente de citocinas. Em trabalho recente
demonstramos que a IL-18 possui uma agédo importante sobre o aumento da
expressdo de MR em mondcitos humanos, e o reconhecimento do Paracoccidioides
brasiliensis via esse receptor causaria aumento do crescimento fungico no interior da
célula. Dessa forma, os objetivos do presente projeto foram: 1) Avaliar a acdo da IL-
18 sobre a expressdo do receptor dectina-1 por mondcitos humanos desafiados in
vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis; b) Avaliar a participacdo da dectina-1
na inducdo da producado de IL-18, TNF-a e IL-10 por mondcitos desafiados in vitro
com diferentes cepas do P. brasiliensis. Assim, mondcitos de individuos normais
tratados in vitro com IL-18 foram desafiados com diferentes de cepas do P.

brasiliensis, e a expressao do receptor dectina-1 foi avaliada pela técnica de



citometria de fluxo. A dosagem de IL-18, TNF-a e IL-10 no sobrenadante de cultura
de monocitos desafiados com P. brasiliensis foi realizada utilizando a técnica de
ELISA. Os resultados mostraram que a IL-18 nao afeta a expressao de dectina-1 em
monaocitos humanos, e induz aumento de TNF-a e IL-10 em mondcitos néo
desafiados. Niveis mais elevados de IL-18 e IL-10 foram detectados ap0s o desafio
com a cepa virulenta (Pb 18), enquanto a cepa Pb 265 induziu uma maior expressao
do receptor dectina-1 e maior producdo de TNF-a por mondcitos. No entanto,
apenas os niveis de TNF-a induzidos pelas cepas foram diminuidos apds bloqueio
do receptor dectina-1, utilizando-se anticorpo monoclonal especifico de bloqueio. Em
conclusao, nossos resultados demonstram a acdo da IL-18 na inducédo de TNF-a e
IL-10 por mondcitos ndo desafiados, e a participacdo do receptor dectina-1 no
reconhecimento do P. brasiliensis e na consequente inducdo de TNF-a via receptor

dectina-1.

Palavras chave : IL-10; IL-18. Mondcitos; Receptor Dectina-1, Paracoccidioides

brasiliensis, TNF-a.



10

1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose é uma infeccao fungica sistémica, endémica na
América Latina, cujo agente etiolégico é o Paracoccidioides brasiliensis (P.
brasiliensis), um fungo imperfeito e dimoérfico, que se desenvolve como levedura in
vivo, nos tecidos do hospedeiro ou quando cultivado a 37° C em meios de cultura
enriquecidos e, na forma de micélio, a temperatura ambiente, com variacéo de 4 a
28°C (Restrepo et al., 2005). Na América Latina, estima-se que 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas com P. brasiliensis, sendo que 1 a 2% destes individuos
desenvolvem a PCM. Especificamente, no Brasil esta micose torna-se importante
por ser a infeccdo fungica sistémica mais prevalente e onde estéo localizados 80%

dos casos (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Martinez, 2010; Colombo et al., 2011).

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estdo constantemente em
contato com a vegetacdo e o solo. Acredita-se que os propagulos infectantes do P.
brasiliensis sejam conidios produzidos por micélios presentes em agua, plantas e
solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo os pulmdes,
formando o complexo primario pulmonar. Assim, a infeccdo se faz pela via
respiratéria, pela inalacdo de conidios, que atingem os alvéolos, estabelecendo o
complexo primario, podendo o fungo ai ficar limitado ou disseminar-se por via linfo-
hematogénica para outros 6rgdos, como figado, baco e adrenais (Franco et al.,
1989). Complexos eventos inflamatorios e imunoldgicos sdo desencadeados pela
interacdo fungo-hospedeiro, resultando na reacdo inflamatéria granulomatosa e
freqUente instalagdo de disturbios imunorregulatérios. A gravidade da doenca

correlaciona-se com a imunodepressao e apresenta grande heterogeneidade, como
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manifestado pelas diferentes formas clinicas da doenca: a forma aguda ou
subaguda, mais grave, afeta jovens (a maioria até 20 anos de idade) de ambos os
sexos, progride rapidamente através da disseminacao linfatica e hematogénica do
fungo para o sistema fagocitico-mononuclear (baco, figado, linfonodos e medula
O0ssea) e leva a deterioracao clinica rapida do paciente. A forma cronica, a mais
frequente, progride lentamente, afetando predominantemente individuos adultos
(principalmente acima do 40 anos) do sexo masculino, lavradores, progredindo
silenciosa e lentamente, podendo levar anos até ser diagnosticada, sendo o pulméo
o Orgdo mais frequentemente acometido. Essa forma pode manifestar-se
clinicamente localizada (forma unifocal), com lesdes pulmonares que geralmente
evoluem para processos fibroticos; ou com o acometimento de multiplos 6rgaos
(forma multifocal), sendo a evolugéo e a gravidade bastante variaveis (Franco et al.,

1993; Mendes, 1994; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Colombo et al., 2011).

O estabelecimento da doenca, disseminacédo e gravidade dependem de
fatores inerentes ao proprio fungo, como sua viruléncia, composi¢cao antigénica, das
condicbes ambientais, e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro, como
idade, sexo, estado nutricional, e principalmente capacidade de desenvolver
resposta imune eficaz (Restrepo et al.,, 1984; Peracoli & Soares, 1992; Franco et
al.,1993). Em relacéo a este fator, estudos clinicos e experimentais tém sugerido a
interacdo entre mecanismos especificos e inespecificos de defesa na determinacéo
da resisténcia ao P. brasiliensis. (Franco et al., 1993; Calich et al., 1994; Musatti et

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

A imunidade inespecifica ou inata apresenta grande importancia no combate
a fungos patogénicos constituindo-se na primeira linha de defesa contra infecgdes,

reconhecendo um largo espectro de patégenos sem necessidade de sensibilizacdo
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prévia. Aléem disso, a ativacdo da resposta imune inata desencadeia a producao de
uma rede de citocinas, resultando em resposta inflamatéria e podendo ser um pré-
requisito para o desencadeamento da imunidade adquirida (Akira et al., 2001;
Kokkinopoulos et al., 2005). Entre os varios mecanismos naturais de defesa, as
células fagocitarias desempenham papel central na resisténcia ao P. brasiliensis,

destacando-se a participacdo na reacao inflamatoria e na atividade fungicida.

O reconhecimento inicial de microrganismos € mediado por receptores
celulares expressos em células da imunidade inata. A interacdo entre moléculas de
superficie do parasita e receptores homologos, presentes na membrana celular de
macréfagos, modula a fagocitose e a ativacdo da célula (Gordon et al., 1988; Ohman
et al., 1988). Varias classes de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS),
reconhecem os varios padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS),
contudo ha um interesse maior nos receptores semelhantes a toll (TLR, Toll-like
receptor) e uma familia de lectinas do tipo-C (CLRs), os quais parecem ter papel
central na imunidade antifungica (Willment & Brown, 2008). Portanto, mondcitos e
macrofagos séo células da imunidade inata que expressam receptores de superficie
para manose, para LPS (CD14), para componentes do sistema complemento,
porcdo Fc de moléculas de imunoglobulinas e TLRs, através dos quais sdo capazes
de reconhecer microrganismos, levando a estimulacdo da fagocitose, atividade
microbicida e producéo de citocinas (Means et al., 2000; Underhill & Ozinsky, 2002;
Roeder et al., 2004). Dentre esses receptores de superficie de macréfagos, os mais
caracterizados sdo os receptores de manose (MR) e o0s receptores para o
componente C3 do sistema complemento, ambos capazes de mediar a fagocitose e

a morte intracelular de microrganismos patogénicos (Linehan et al., 2000).
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Outros PRRs também poderiam estar envolvidos no reconhecimento fungico.
Dentre eles podemos destacar as lectinas do tipo C (C-type lectin receptors, CLRS)
que sdo uma grande familia de moléculas ligadoras de carboidrato calcio-
dependentes expressas em macrofagos, células dendriticas e outros leucocitos
(Willment & Brown, 2008). Varios CLRs como o receptor de manose (MR) e a
Dectina-1 estdo envolvidos na imunidade antifingica e seu papel ndo tem sido
totalmente esclarecido (Willment & Brown, 2008).

O receptor Dectina-1 é altamente expresso na membrana de mondcitos,
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (Brown & Gordon, 2001; Brown et al.,
2002; Taylor et al., 2002; Huang et al., 2009), podendo também ser encontrado em
subpopulacdes de células T (Brown & Gordon, 2003). Sdo os principais receptores
de reconhecimento de [-glucanas, especialmente [(-(1,3)-glucanas, principais
componentes da parede celular da maioria dos fungos, que compreendem, na
realidade, cerca de 60% do peso seco da parede celular fungica, sendo assim
consideradas como os principais PAMPs envolvidos na interacdo fungo-hospedeiro
(Tsoni & Brown, 2008; Bowman & Free, 2006). Além disso, também é capaz de
reconhecer (-glucanas presentes em algumas bactérias e plantas (Brown & Gordon,
2001). Os mecanismos pelos quais a dectina-1 reconhece esses carboidratos ainda
nao estdo esclarecidos, embora tenha sido demonstrado recentemente, que
diferentemente dos outros CLRs, a dectina-1 € uma ligadora de carboidrato calcio-
independente (Drummond & Brown, 2011). A dectina-1 também pode reconhecer
outras moléculas nao identificadas incluindo ligantes enddgenos de células T e

ligantes de mycobacteria (Marakalala et al., 2010).

O receptor dectina-1 é codificado por genes localizados na regido telomérica

do cromossomo 6 de camundongo, € no cromossomo humano 12qg, onde muitos
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genes lectinas do tipo C (C-type lectin genes) estéo localizados e formam clusters
(Saijo & Iwakura, 2011). Esses receptores sdo proteinas transmembranas
glicosiladas do tipo Il com dominio extracelular de reconhecimento de carboidrato
anico (CTLD — C-type lectin-like domain) e membro do grupo V dos receptores como
lectina do tipo - C, altamente conservados entre camundongos e humanos, e
identificadas originalmente como moléculas especificas de células dendriticas
(Drickamer, 1999; Ariizumi et al., 2000; Zelensky & Gready, 2005; Saijo & Iwakura,
2011). Possuem um dominio na sua porcdo citoplasmatica ITAM-like
(Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), encontrado em muitos outros
receptores, através do qual a dectina-1 pode induzir sinal intracelular resultando em
uma variedade de respostas que tem sido caracterizadas utilizando zimozan (Vautier
et al., 2012). Essas respostas compreendem a ativagao da fagocitose e producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em resposta ao zimozan em macréfagos,
neutrofilos e DCs (Brown & Gordon, 2001; Gantner et al., 2003; Kennedy et al.,
2007; Bauer et al.,, 2008). Embora sejabem aceito que a Dectina-1 seja
proeminente ativadora dessas funcfes em camundongos, o papel desse receptor
em fagécitos humanos ainda € incerto, uma vez que o0s estudos recentes

apresentam dados conflitantes (Kennedy et al., 2007 ; van Bruggen et al., 2009).

Outra funcdo bem caracterizada da Dectina-1 € a producdo de mediadores
lipidicos (Suram et al., 2006; Alvarez et al., 2010) e quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias como o TNF-alfa, IL-1[3, IL-10, IL-6, IL-23, CCL2, CCL3 (Dennehy et al.,
2009; Reid et al, 2009). Essaprodugdo € controlada por varias vias de
sinalizacao que tém extenso cross-talk com outras vias ativadas
por diferentes PRRs, e isso €& essencial para uma imunidade antifingica

eficaz (Netea et al., 2006). Foi recentemente demonstrado que a producédo de IL-1f3
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requer colaboracédo entre Dectina-1 e o inflamasoma NLRP3. NLRP3 é ativado em
resposta a [-glucanas (como curdlan), e este ¢é dependente de Dectina-1
e Syk. Embora os detalhes moleculares desta via ainda estdo sendo estudados,
tem sido demonstrado que a producdo de ROS eum efluxo de potassio sdo
necessarios, e pode haver uma dependéncia parcial de TLR2 (Gross et al., 2009;
Kumar et al., 2009; Lamkanfi et al., 2009; Kankkunen et al., 2010; Said-Sadier et al.,
2010). Dectina-1 foi o primeiro exemplo descrito de sinalizacdo de PRR non-TLR e
também foi a primeira descricdo de um receptor que poderia colaborar com os TLRs

(Brown et al., 2003; Gantner et al., 2003; Brown, 2006).

Através de sua especificidade para B-glucanas, a dectina-1 pode reconhecer
uma variedade de espécies fungicas incluindo o Coccidioides (Viriyakosol et al.,
2005), Saccharomyces (Brown et al., 2003), Aspergillus (Hohl et al., 2005; Steele et
al., 2005; Gersuk et al., 2006), Pneumocystis (Steele et al.; 2003), Candida (Brown
et al., 2003; Netea et al., 2006; Gow et al., 2007), Cryptococcus neoformans (Giles et

al., 2009) e P. brasiliensis (Bonfim et al., 2009).

Também tem sido demonstrado o papel protetor da dectina-1 in vivo.
Camundongos infectados com A. fumigatus, que tiveram as funcdes da Dectina-
1 blogueada durante desafio intratraqueal, através da utilizacdo de um
inibidor soltvel, apresentaram reducdo significativa da resposta inflamatoria e
aumento de carga fungica pulmonar (Steele et al., 2005). Estudos utilizando
camundongos knockout para dectina-1 revelaram também um papel importante para
este receptor na imunidade antifingica in vivo, embora existam dados conflitantes
sobre a participagcdo desse receptor na resisténcia fungica em diferentes linhagens.

Em uma linhagem, a deficiéncia de dectina-1 resultou em deficiéncias na resposta
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inflamatoria e na morte fungica, levando a um aumento da susceptibilidade na
infeccéo sistémica por C. albicans (Taylor et al., 2007). Este estudo foi corroborado
por achados em linhagens deficientes de CARD9, componente desencadeante da
via de sinalizacdo de dectina-1, que também apresentaram susceptibilidade
aumentada a infec¢do pelo mesmo patdgeno (Gross et al., 2006). Entretando, outra
linhagem de camundongo deficiente de dectina-1 ndo apresentou alteracfes na
resisténcia a infeccdo por C. albicans (Saijo et al., 2007), mas demonstrou diferentes
resultados quando infectado com P. carinii, com aumento de carga fungica devido a
alteracdes no burst respiratério de macréfagos (Saijo et al., 2007). A mesma
linhagem foi utilizada recentemente para demonstar que a dectina-1 ndo esta
envolvida na resisténcia ao C. neoformans (Nakamura et al., 2007). No entanto,
trabalho demonstrou que a dectina-1 expressa na superficie de macrofagos
alveolares é capaz de reconhecer a [-glucana exposta nos esporos do C.
neoformans in vitro, demonstrando sua participagdo no reconhecimento fungico

(Giles et al., 2009).

Em trabalho recente, foi identificada a participacao da dectina-1 na indugéo de
proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas (SOCS 1), identificadas como
inibidores negativos de receptores de citocinas do tipo | e Il, dessa forma
modulando negativamente a sinalizacdo de TLR e resposta de células T (Eberle &

Dalpke, 2012).

A interleucina-18 (IL-18), originalmente chamada de Fator Indutor de IFN-y, é
uma citocina pleiotrépica, com importante participagdo tanto na resposta imune inata
ou adquirida, secretada por macréfagos e mondécitos ativados, linfocitos T e B,

células dendriticas e epiteliais (Okamura et al., 1995; Ghayur et al., 1997; Gardella et
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al., 1999; Gerdes et al., 2002). Dependendo do contexto de estimulacdo, do
microambiente de citocinas e da predisposicdo genética, a IL-18 pode promover
tanto uma resposta do tipo Thy ou Thy (Nakanishi et al., 2001). Embora os efeitos
pleiotrépicos da IL-18 sugerem uma importante participagdo na modulacdo de
citocinas Th,, quando atuando independentemente da ac&o da IL-12 (Hoshino et al.,
1999; Yoshimoto et al., 2000; Helmby et al., 2001; Leite-de-Moraes et al., 2001;
Yoshimoto et al., 2003), sua principal funcéo seria de promover a secrecéo de TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, GM-CSF e a expresséo de moléculas de adesdo em mondcitos e
macréfagos e a producéo de IFN-y pelas células T, B e NK, potencializada pela a¢ao
da IL-12 (Okamura et al., 1995, Robinson et al., 1997; Chang et al., 2000; Lee et al.,

2004; Reddy, 2004).

Pesquisadores tém apresentado varios resultados demonstrando a
importancia da IL-18 em infeccdes bacterianas e fungicas causadas por
Mycobacterium turbeculosis (Sugawara et al., 1999; Kinjo et al., 2002), M. avium
(Shiratsuchi & Ellner, 2001), Legionella pneumophila (Brieland et al., 2000), C.
neoformans (Qureshi et al., 1999; Kawakami et al., 2000a; Kawakami et al., 2000b;
Kawakami, 2002) C. albicans (Netea et al., 2003; Stuyt et al., 2004; Tardif et al.,

2004) e A. fumigatus (Cenci et al., 1998; Brieland et al., 2001; Phadke et al., 2005).

No entanto, na paracoccidioidomicose, trabalhos tém demonstrado que
camundongos KO em IL-18 (IL-18 -/-) e infectados por P. brasiliensis foram mais
resistentes a infeccdo, apresentando uma menor carga fangica e menor taxa de
mortalidade, quando comparado com os animais controles, demonstrando que neste
modelo a IL-18 contribuiu para o agravamento da doencga, estando assim, associada

a susceptibilidade (Panagio et al., 2008). Camundongos controles apresentaram
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maior taxa de mortalidade durante o primeiro més de infeccdo, com maior nimero
de unidades formadoras de col6nias recuperadas dos pulmdes, quando comparados
aos camundongos IL-18-/-. A analise histopatolégica revelou a presenca de
granulomas bem formados em ambas linhagens, no entanto, diferencas foram
observadas no segundo més de infeccdo, quando ocorreu uma predominancia de
células epitelidides em lesbes de camundongos IL-18-/-, indicando que a IL-18

retarda a cura pulmonar dos camundongos (Panagio et al., 2008).

Tambeém foi demonstrado que pacientes com paracoccidioidomicose com
a forma mais grave da doenca (forma juvenil) apresentavam niveis séricos de IL-18
muito maiores quando comparados aos niveis dos individuos controles e de
pacientes com a forma adulta da doenca, apontando a participacdo da IL-18 na

patogénese da doenca (Corvino et al., 2007).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a IL-18 possui uma agéo
importante sobre o0 aumento da expressado de TLR4 e MR em monécitos humanos
(Dias-Melicio et al., 2011a) e um papel modulador negativo sobre os mecanismos
efetores contra o P. brasiliensis, uma vez que essa citocina foi capaz de promover
condi¢bes favoraveis ao crescimento fangico, sendo esse efeito relacionado com o
reconhecimento do P. brasiliensis via MR que causaria aumento do crescimento do

P. brasiliensis no interior das células (Dias-Melicio et al., 2011b).

Embora esses resultados acima apontem para uma ac¢ao negativa da IL-
18 na paracoccidioidomicose, e visto a importancia da dectina-1 no reconhecimento
fungico e sua participacdo na imunidade antifingica em outras infec¢des, tornou-se
interessante o estudo da interagdo das diferentes cepas de P. brasiliensis com o

receptor dectina-1 da superficie de mondcitos humanos, e a avaliacdo da acédo da
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IL-18 sobre a modulacéo deste receptor e sobre a producao de citocinas importantes
como TNF-a e IL-10, permitindo uma melhor compreensao das vias de ativacao

dessas células durante o confronto fungo-mondcito.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

a) Avaliar a acédo da IL-18 sobre a expressdo do receptor dectina-1 em

monaocitos humanos desafiados in vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis;

b) Avaliar a participagdo da dectina-1 no reconhecimento fungico e
consequente inducdo da producdo de IL-18, TNF-a e IL-10 por mondcitos

desafiados in vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

Foram avaliados mondcitos obtidos de 30 mL de sangue periférico de 16
individuos normais, doadores de sangue do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. O consentimento dos individuos para participagdo no
presente trabalho foi obtido apds informacao e esclarecimento sobre os objetivos da

pesquisa e assinatura do formulario de consentimento livre e esclarecido.

3.2. Aprovacgéo do Comité de Etica em Pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Of. 151/2012).

3.3. Cultivo do P. brasiliensis

Foram utilizadas a cepa 18 de P. brasiliensis (Pb 18), considerada virulenta;
e a cepa 265 de P. brasiliensis (Pb 265), considerada avirulenta. Ambas foram
mantidas em nosso laboratorio através de cultivo em meio GPY (glicose 1,5 %,
peptona 1 % e extrato de levedura 0,5 %) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm. As

culturas foram utilizadas apos 6 dias de cultivo.
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3.4. Teste de viabilidade do P. brasiliensis

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas de acordo com o
item 3.3. Apds o crescimento, essas células foram coletadas da superficie de cultivo
através de alca de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de
vidro de 4mm de diametro e aproximadamente 10 mL de meio RPMI 1640 (SIGMA-
ALDRICH, ST Louis, MO, USA), e homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vértex
por 30 segundos. Em seguida, as suspensodes celulares foram mantidas em repouso
durante 3 minutos para sedimentacao de grumos nédo desfeitos durante a agitacéo.
Apds este periodo, o sobrenadante dessa suspenséo foi coletado, e uma aliquota da
mesma foi utilizada para contagem em cémara hemocitométrica tipo Neubauer
utilizando microscopio com contraste de fase. Foram consideradas como células
viaveis as que se apresentaram com aspecto brilhante (refringente), uma vez que as
células mortas apresentam-se com a parede escura. Foram utilizadas as
suspensdes que apresentarem pelo menos 95% de viabilidade (Soares et al., 2001).
A concentracdo da suspensdo fungica utilizada nos ensaios foi de 2x10* fungos

vidveis/mL nas macroculturas, estabelecendo-se uma relacéo fungo/monécito de 1:50.

3.5. Isolamento e cultura de mondcitos do sangue periférico

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por puncdo venosa, sendo

colocados em tubos estéreis contendo 200uL de heparina (Liquemine-Roche). As
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células mononucleares foram obtidas por meio da separacdo em gradiente de Ficoll-
Hypaque (SIGMA-ALDRICH). O anel rico em linfécitos e mondcitos foi lavado
inicialmente com meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) por 10 minutos a
2009 e, seguido de mais uma lavagem com meio de cultura RPMI 1640 por mais 10
minutos a 200g. Apos este periodo, a suspenséo celular foi ressuspendida em meio de
cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Meio de Cultura de Células Completo: MCCC). A contagem, identificacdo e viabilidade
dos mondcitos foram realizadas através da incorporacdo pelo vermelho neutro
(aliquotas de 50 uL da suspenséao celular foram incubadas a 37T duran te 10 minutos
com 0,45 mL da solucdo do corante a 0,02%). Para realizacdo das culturas de
mondcitos, a concentracao celular foi ajustada para 1x10° mondcitos/mL, com posterior
plagueamento da suspenséo celular (1000uL/orificio) em placas de macrocultura de
fundo chato com 24 orificios, para realizacao dos ensaios de citometria de fluxo. Para a
obtencdo de sobrenadantes de cultura para as dosagens de IL-18, TNF-q, e IL-10, a
concentracdo também foi ajustada para 1x10° mondcitos/mL, com posterior
plagueamento da suspensédo celular (1000uL/orificio) em placas de macrocultura de
fundo chato com 24 orificios. Apds uma hora de incubagdo a 37C em tensdo de 5%
de CO,, as ceélulas ndo aderentes das culturas de mondcitos foram eliminadas através

de lavagens das placas de macrocultura com meio de cultura RPMI 1640 a 37<.

3.6. Avaliacdo da expresséo de dectina-1 na superficie de mondcitos por

citometria de fluxo
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Células mononucleares foram obtidas por meio de separacdo em gradiente de
Ficoll-Hypaque e incubadas a 37 °C, em tensdo de 5% de CO, por 1 hora. A
concentracdo celular foi previamente ajustada para 1x10° mondcitos/mL, apés
contagem em camara hemocitométrica, sendo distribuidos em placas de cultura de
24 orificios, incubados por 1h, com retirada das células ndo aderentes apos esse
periodo. Os mondcitos isolados foram entédo incubados por 18 horas, na auséncia ou
na presenca de IL-18 (100 ng/mL), seguido do desafio com as diferentes cepas de
P. brasiliensis, durante 4 horas. Para recuperacdo da monocamada de mondcitos da
placa de macrocultura, para avaliacdo por citometria de fluxo, foi utilizado Hyqgtase
(HyQ"Tase™ cell detachment solution) da HyClone Cell Culture and Bioprocessing
(Thermo Fisher Scientific Inc., GA, USA). As placas foram colocadas e mantidas
sobre gelo durante todo o processo de descolamento de mondcitos. Apds a coleta
do sobrenadante, as células foram tratadas com 200 puL de solu¢do Hyqgtase gelada
por 5 minutos. ApGs esse periodo, as células foram lavadas com 1mL de Solucéo de
Isoton Il gelado (BD labware), recuperadas e centrifugadas em tubos Falcon para
citbmetro (BD Labware). As células foram entdo incubadas com anti-dectina-1
conjugado com PE (Mouse Anti Human Dectin-1/MCA4661PE Antibody — AbD
Serotec), e com anti-CD14 conjugado com FITC (BD Pharmingen) durante 20 min no
escuro, de acordo com instrucdo de cada fabricante. Para cada teste, um tubo
controle foi incubado com anticorpos controles isotipicos, marcados com o0s
respectivos fluorocromos dos testes. Apds, as células foram centrifugadas por 10
minutos a 300 g para lavagem e ressuspendidas em 250 puL de ISOTON II, fixadas
com 50 pL de solucéo de fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD Labware). As
anélises foram realizadas em citdmetro de fluxo modelo FACSCALIBUR™ (Becton

Dickinson) usando programas “Cell Quest” (Becton Dickson) para adquirir e analisar
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multiparametros celulares. Foi padronizada a aquisicdo de 10.000 eventos por
amostra e foi otimizada a populacdo de interesse, populacdo CD14+ (mondcitos),
estabelecendo-se gate (janela) com base em parametros de tamanho (FSC),
granularidade (SSC) e fluorescéncia (FL1 — anti-CD14 FITC e FL2 — anti-dectina-1
PE). A expressao de fluorescéncia foi verificada em FL1 e FL2, detectores especificos

aos comprimentos de ondas emitido pelos fluorocromos utilizados.

3.7. Bloqueio da ligacdo do P. brasiliensis ao receptor dectina-1 utilizando-se

anticorpo monoclonal

A avaliacédo da participagdo do receptor dectina-1 no reconhecimento do P.
brasiliensis e consequente inducdo das citocinas IL-18, IL-10 e TNF-alfa -a foi
realizada atraveés da inibicdo seletiva da interacdo do P. brasiliensis com o receptor
dectina-1, utilizando-se tratamento prévio destas células (2 horas antes do desafio
com P. brasiliensis) com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 de bloqueio

(Monoclonal Anti-Human Dectin-1/CLEC7A Antibody, R&D Systems).

Ensaios de padronizacédo foram realizados para identificacdo da melhor dose
de anticorpo anti-dectina-1 para bloqueio do receptor, testando-se 3 diferentes doses

do anticorpo (0.75, 1.5 e 3.0 pg/mL).

3.8. Obtencéo de sobrenadantes de cultura de mondcitos de individuos

saudaveis
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Mondcitos de individuos saudaveis, obtidos conforme descrito no item 3.5
foram incubados a 37°C, em tens&o de 5% de CO,, na auséncia ou na presenca de
IL-18 (100 ng/mL), durante 18 horas, seguido do desafio com ambas as cepas de P.
brasiliensis. Para avaliacdo da participacdo do receptor dectina-1 na inducdo da
producdo de IL-18, TNF-a e IL-10, duas horas antes do desafio com o fungo, os
monaocitos foram tratados ou ndo com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 (3 pg/mL)
(R&D Systems) para realizacdo do bloqueio do receptor, impedindo-se assim o
reconhecimento fangico pelo receptor. Apos 18 horas de tratamento com IL-18,
seguido de 4 horas de cocultivo com P. brasiliensis, os sobrenadantes das culturas
foram aspirados, submetidos a centrifugacdo para eliminacdo de células fangicas e
armazenados a -80°C para posterior dosagem de IL-18, TNF-a e IL-10 pela técnica

de ELISA.

3.9. Dosagem de IL-18, TNF- a e IL-10.

A quantificacdo de IL-18, TNF-a, e IL-10 em sobrenadantes de culturas de
mondcitos humanos foi realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se os kits Human
IL-18 ELISA Kit da MBL (Medical & Biological Laboratories CO. LTD, Nagoya,
Japan) e BD OptEIA™ (Human TNF-alpha ELISA Set, Human IL-10 ELISA Set) e
Reagent Set B kit (reagentes complementares dos kits para realizagcdo das

dosagens), todos da BD Biosciences, San Diego, CA.

Para cada dosagem de cada citocina, placas certificadas de 96 orificios e
fundo plano (NUNC — MaxiSorp Surface) foram sensibilizadas com anticorpos

monoclonais especificos para cada citocina, preparados em tampao de cobertura
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(Coating Buffer - Reagent Set B kit), incubadas “over night” a 4C. Apés a
sensibilizacdo, as placas foram lavadas quatro vezes com Wash Concentrate 20X
(Reagent Set B kit), e bloqueadas com reagente diluente (Assay Diluent - Reagent
Set B kit). O periodo de bloqueio foi de 1h a temperatura ambiente, seguido de
quatro lavagens com Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit). As amostras testes
foram colocadas nos orificios em duplicatas, num volume de 100 L, e a citocina
recombinante referente a cada dosagem foi preparada em reagente diluente (Assay
Diluent - Reagent Set B kit) e colocada em duplicata, em concentragcdes variando de
2000 a 31,25 pg/mL para a realizagdo da curva padrédo do ensaio. As placas foram

incubadas novamente por 2 h a temperatura ambiente.

ApoOs a retirada das amostras das placas e posterior lavagem, 4 vezes com
Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit), foi adicionado o anticorpo detector de
trabalho (Working Detector), conforme a dosagem a ser realizada, preparado em
reagente diluente (Assay Diluent - Reagent Set B kit) acrescido de conjugado
estreptoavidina - peroxidase (SAv-HRP reagent), na concentracdo indicada pelo
fabricante, com posterior incubacdo das placas por 1 h a temperatura ambiente,
seguida de 5 lavagens com Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit). Como
substrato da reacdo foi utilizada solucdo de Peroxido de Hidrogénio e TMB-
tetrametilbenzidina (Substrate Reagent A e Substrate reagent B - Reagent Set B Kit).
Apds o tempo de reacdo, a temperatura ambiente e em camara escura, o bloqueio

foi realizado com solucéo stop (Stop Solution - Reagent Set B kit).

A leitura da placa foi feita em leitor de ELISA, utilizando-se filtro duplo de 450 e

570 nm para correcao de imperfei¢cdes oticas da placa.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagéo da acao da IL-18 sobre a expressao de dectina-1 em mondcitos

Apés a padronizacdo da melhor concentracdo de anticorpo anti-dectina-1
marcado com PE, para determinacdo da expressdo do receptor na superficie de
mondcitos, iniciamos nossos experimentos para avaliacdo da agéo da IL-18 sobre a
expressdo do receptor e andlise da participacdo do receptor dectina-1 no
reconhecimento do P. brasiliensis. Esses experimentos foram realizados no
laboratério de citometria de fluxo do Hemocentro da Faculdade de Medicina, UNESP

— Botucatu.

Nossos resultados demonstraram que apos ativacdo com IL-18 na dose de
100ng/mL, dose ja padronizada em nossos laboratérios e que demonstrou ter acées
sobre a modulacao de receptores TLR4 e manose (Dias-Melicio et al., 2011a), n&do
identificamos diferencas na expressao desse receptor quando comparamos com a

expressdo dos mondcitos normais (figura 1).

No entanto, mondcitos desafiados com diferentes cepas de P. brasiliensis
apresentaram expressfes diferenciadas na dependéncia da cepa avaliada.
Mondcitos desafiados com a cepa Pb 18 ndo apresentaram diferencas na expressao
do receptor dectina-1 quando comparada com a expressao dos mondcitos normais
(figura 1). Ja quando as células foram desafiadas com a cepa avirulenta de P.
brasiliensis (Pb 265), ou mesmo tratadas com IL-18 e desafiadas com Pb 265,
identificamos um aumento significativo na expressao do receptor dectina-1 quando

comparamos com o controle e com as células somente tratadas com IL-18 (figura 1).
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Figura 1. Expresséo de dectina-1 em monocitos (% de CD14+) tratados ou n&o com
IL-18 na dose de 100 ng/mL, durante 18 horas, seguido de desafio com diferentes
cepas de P. brasiliensis (Pb 18 ou Pb265) por 4 horas. Os dados representam a

média + SEM de 12 individuos testados. *p<0,05 X MO (MCCC) e MO+IL-18.

Quando analisamos a média de intensidade de fluorescéncia (MIF),
detectamos que a expressdo do receptor dectina-1 foi muito maior no grupo de

mondcitos desafiados com a cepa avirulenta do P. brasiliensis (Pb 265) (figura 2).
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Figura 2. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de mondcitos (CD14+) tratados
ou ndo com IL-18 na dose de 100 ng/mL, durante 18 horas, seguido de desafio com
diferentes cepas de P. brasiliensis (Pb 18 ou Pb265) por 4 horas. Os dados

representam a meédia + SEM de 12 individuos testados. *p<0,05 X todos 0s grupos.

4.2. Avaliacao da acéo da IL-18 e do receptor dectina-1 sobre a producéo de

citocinas

4.2.1. Padronizacdo da concentracao ideal de anticorpo monoclonal anti-

dectina-1 para a determinacao do bloqueio do receptor em monaocitos

Para avaliacdo da agcao da IL-18 e do receptor dectina-1 sobre a producédo de
citocinas, realizamos inicialmente, ensaios para a padronizacdo da melhor dose do

anticorpo de bloqueio do receptor dectina-1 em mondcitos. Para realizacdo desses
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experimentos foram testados 4 individuos, utilizando as concentracfes de 0.75, 1.5
e 3ug/mL de anticorpo anti-dectina-1. Observamos que a melhor dose de anticorpo
para bloqueio foi detectada com a dose de 3ug/mL (Figuras 3 e 4), que passou a ser
utilizada nos experimentos subsequentes. Nessa concentracdo atingimos a média
de 95% de bloqueio, confirmando os dados da bula que diziam que nessa dose
(3ug/mL), 100% do bloqueio da interacdo receptor-ligante seria atingido. Esses
experimentos foram avaliados no laboratério de Citometria de Fluxo, da Fundacéo

Amaral Carvalho, na cidade de Jau-SP.

Monocitos Dectina
Verde: isotipo
Rosa: 0.75

Azul: 1.5

Laranja: 3.0

preto: ctrl posit

Figura 3. Histograma de sobreposicdo de um experimento representativo da Média
de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) para Dectina-1, de mondcitos normais (preto)
ou mondcitos tratados com 0.75ug/mL (linha rosa), 1.5 pg/mL (linha azul) e 3.0
pg/mL (linha laranja) de anticorpo anti-dectina-1. A linha verde representa MIF do

controle isotipico.
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Figura 4. Histogramas de sobreposicdo representativos da Media de Intensidade de Fluorescéncia
(MIF) para dectina-1 de um experimento nas diferentes condi¢des de culturas: mondécito e mondcitos
tratados com anti-dectina-1 (3ug/mL). Apds a aquisi¢do foi gerado um grafico de dot-plot (A) no qual
pela analise da distribuicdo das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmatica (SSC) foi
delimitada a regidao de analise (R1). B, C e D representam histogramas de intensidade de
fluorescéncia em funcdo do “confronto” entre controle isotipico (verde), controle positivo (monécito
normal) (roxo) e indice de bloqueio (laranja). As tabelas ao lado dos histogramas representam a % de

células dentro das regides analisadas (% gated) e a intensidade média de fluorescéncia (geo mean).
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4.2.2. Producéo de IL-18

Os resultados referentes a producdo de IL-18 demonstram que mondcitos
normais produzem baixos niveis dessa citocina (figura 5). No entanto, ao
desafiarmos essas células com a cepa virulenta do P. brasiliensis (Pb 18) houve um
aumento significativo nos niveis de IL-18 produzidos nessas culturas. Nas coculturas
tratadas com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 e desafiadas com Pb 18, embora
tenham demonstrado uma pequena diminui¢do nos niveis da citocina, os dados nédo
foram estatisticamente diferentes do grupo somente desafiado (figura 5). Em relagéo
as coculturas desafiadas com a cepa Pb 265, embora os niveis de IL-18 se
mostraram um pouco maior que o controle, os dados néo foram estatisticamente
significativos. No entanto, os niveis detectados nas coculturas desafiadas com a
cepa Pb 265 foram bem menores do que os niveis produzidos no grupo desafiado
com a cepa virulenta. O blogueio do receptor com anticorpo anti-dectina-1 também
nao alterou os niveis produzidos pelas células desafiadas com a cepa avirulenta
(figura 5). Ndo procedemos as dosagens de IL-18 nas culturas tratadas com IL-18,
pois dosariamos a IL-18 recombinante que foi utilizada nas culturas como

tratamento.
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Figura 5. Producéo de IL-18 por mondcitos néo tratados com IL-18, na presenca ou
nao de anticorpo monoclonal anti-dectina-1 (3 pg/mL) (AD), seguido de desafio com
deferentes cepas de P. brasiliensis (Pb 18 ou Pb 265) por 4 horas. Os dados
representam a média + SEM de 12 individuos testados. **p<0,01 X MO; *p<0,05 X MO;

£ p< 0,05 X MO+Pb 265.

4.2.3. Producédo de TNF- a

Dados interessantes foram observados ao avaliarmos as concentracdes de
TNF-a nas culturas tratadas com IL-18 e/ou desafiadas com diferentes cepas de P.
brasiliensis, que corroboram os resultados ja observados em trabalhos anteriores de
nosso laboratério (Dias-Melicio et al., 2011b), e que podem ser observados na figura
6. Mondcitos normais apresentaram baixos niveis de TNF-a e quando as células

foram ativadas com IL-18, niveis altissimos dessa citocina foram produzidos,
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demonstrando mais uma vez um papel importante da IL-18 como estimuladora direta
da producdo dessa citocina. Quando observamos as culturas desafiadas com
diferentes cepas de P. brasiliensis, detectamos também que a cepa Pb 265 sozinha,
induz uma maior producdo de TNF-a quando comparada com a cepa Pb 18. No
entanto, a producgédo induzida pela IL-18 foi inibida quando as células foram tratadas

com IL-18 e desafiadas com as duas cepas.

CJ MCCC

Hl IL-18

Anti-Dectina
IL-18+Anti-dectina

TNF-alfa pg/mL

Figura 6. Producdo de TNF-alfa por mondcitos tratados ou ndo com IL-18 na dose de
100 ng/mL, durante 18 horas, na presenca ou ndo de anticorpo monoclonal anti-
dectina-1 (3 pg/mL), seguido de desafio com P. brasiliensis (Pb 18 e Pb 265) por 4
horas. Os dados representam a média + SEM de 12 individuos testados. * p<0,05 X
MO (MCCC); *p<0,01 X MO (MCCC); ***p<0,001 X MO (MCCC); + p<0,05 X Pb 18
(MCCC); £ p< 0,05 X IL-18 + Pb 18; © p< 0,05 X Pb 265 (MCCC); "p<0,05 X IL-18 + Pb

265.
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Na figura 6 também podemos observar o efeito do bloqueio do receptor
dectina-1 realizado com anticorpo monoclonal, antes do desafio com as cepas de P.
brasiliensis. Observamos claramente que o efeito da IL-18 sobre a producéo de
TNF-a nado foi alterada com o tratamento das células ndo desafiadas com o
anticorpo. A producdo de TNF-a induzida tanto pelo Pb 18, como pelo Pb 265 em
concentracfes maiores, foram ambas inibidas com o tratamento com anticorpo anti-
dectina-1, demonstrando a participacdo desse receptor no reconhecimento fungico e
na inducdo de TNF-a via receptor. Os resultados das culturas tratadas com IL-18 e
desafiadas com Pb 18 demonstram a produc¢éo de niveis maiores de TNF-a, quando
comparadas somente com as culturas desafiadas com Pb 18. O bloqueio do
receptor dectina-1 com anticorpo monoclonal nas culturas tratadas com IL-18 e
desafiadas com Pb18 e Pb 265 também diminuiu significativamente os niveis de

TNF-a induzidos.

4.2.4. Producao de IL-10

Os resultados relativos a producao de IL-10 sdo mostrados na figura 7. Nossos
dados mostraram que mondcitos normais possuem uma producdo basal de IL-10,
gue ndo foi alterada com tratamento com anticorpo monoclonal de bloqueio.
Podemos notar que a IL-18 também apresentou um efeito sobre a inducdo de IL-10
nos monacitos apenas tratados com a citocina. Ao desafiarmos as células com as
duas cepas identificamos diferencas estatisticamente significativas entre mondcitos
apenas desafiados e mondcitos controles. No entanto, a cepa Pbl8 foi capaz de

induzir niveis muito maiores de IL-10 quando comparada com a cepa Pb265,
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demonstrando uma maior capacidade da cepa virulenta em induzir a producéo de IL-
10. Ao analisarmos os grupos de células que foram tratados com a IL-18 seguido de
posterior desafio com as cepas, observamos que o0s niveis de IL-10 no grupo
desafiado com Pb 18 ndo foram alterados em relacdo as células somente tratadas
com IL-18, e em relacdo as células apenas desafiadas com a cepa. No entanto, as
células tratadas com IL-18 e desafiadas com Pb 265 apresentaram o mesmo perfil
de producdo das células somente desafiadas com a cepa avirulenta. Os grupos
tratados com anticorpo anti-dectina-1 para bloqueio do receptor, embora tenham
apresentado uma pequena diminuicdo nos niveis de IL-10 induzidos por IL-18 e/ou

pelas diferentes cepas, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes.

120~
CJ MCCC

Anti-Dectina-1
E=A 1L18+Anti-Dectina-1

IL-10 (pg/mL)

Q&%
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Figura 7. Producé&o de IL-10 por mondcitos tratados ou ndo com IL-18 na dose de 100
ng/mL, durante 18 horas, na presenca ou ndo de anticorpo monoclonal anti-dectina-1
(3 pg/mL), seguido de desafio com P. brasiliensis (Pb 18 e Pb 265) por 4 horas. Os
dados representam a média + SEM de 12 individuos testados. *p<0,05 X MO (MCCC);

*p<0,01 X MO (MCCC).
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5. DISCUSSAO

Na paracoccidioidomicose sabe-se que a resposta protetora contra o P.
brasiliensis depende de um padrédo de resposta Thl envolvendo como principais
citocinas o IFN-y, TNF-a e IL-12 (Arruda et al., 2002; Romano et al., 2002), e a
imunidade inespecifica ou inata apresenta grande importancia no combate ao P.
brasiliensis e no direcionamento dessa resposta efetora. Dentre 0s varios
mecanismos envolvidos nesta resposta, os desenvolvidos pelas células fagocitarias
desempenham papel central na resisténcia contra o fungo, com destaque para a
participacdo na reacdo inflamatdria e na atividade fungicida. Estas fungbes, no
entanto, dependem de mecanismos de ativacdo dessas células, gerados pela
interacdo com o proprio fungo e receptores celulares ou com fatores da resposta
imune inespecifica e especifica, como as citocinas (Mencacci et al., 2000;
Antachopoulos et al., 2005; Walsh et al., 2005; Calich et al., 2008a e 2008b, Bonfim

et al., 2009; Acorci-Valério et al., 2010; Nakaira-Takahagi et al., 2011).

Nos ultimos anos, nossos estudos tém focado a acdo da IL-18 nos
mecanismos efetores celulares contra o P. brasiliensis. Visto que a IL-18 é uma
citocina chave na inducdo de IFN-gama, sendo chamada originalmente de Fator
Indutor de IFN-y, e que varios trabalhos tem descrito a sua agcao protetora em varias
infeccbes bacterianas e fangicas causadas por Mycobacterium turbeculosis
(Sugawara et al., 1999; Kinjo et al.,, 2002), M. avium (Shiratsuchi & Ellner, 2001),
Legionella pneumophila (Brieland et al., 2000), C. neoformans (Qureshi et al., 1999;
Kawakami et al., 2000a; Kawakami et al., 2000b; Kawakami, 2002) C. albicans

(Netea et al., 2003; Stuyt et al., 2004; Tardif et al., 2004) e A. fumigatus (Cenci et al.,
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1998; Brieland et al., 2001; Phadke et al., 2005), pensamos inicialmente em sua
participacdo como uma citocina indutora de mecanismos efetores contra o fungo. No
entanto, em trabalho anterior, ao avaliarmos a acdo da IL-18 sobre a atividade
fungicida de mondcitos contra o P. brasiliensis, identificamos um efeito contrario ao
esperado, uma vez que células tratadas com IL-18 e desafiadas com as cepas
virulenta (Pb18) e avirulenta (Pb265) apresentaram um aumento significativo na
recuperacgédo fungica (Dias-Melicio et al., 2011b). Estes resultados demonstraram que
a IL-18 ndo possui uma acao ativadora da atividade fungicida de mondcitos contra o P.
brasiliensis. Na realidade, nossos resultados indicaram uma participagéo da IL-18 na
facilitacdo do crescimento fungico intracelular, uma vez que a neutralizacdo da citocina
com anticorpo monoclonal anti-IL-18, resultou em diminuicdo da recuperacdo fungica
nas culturas, revertendo o efeito do tratamento (Dias-Melicio et al., 2011b). Esse
aumento de recuperacao fungica esteve associado a um aumento da expresséo de
receptor de manose (MR), uma vez que a IL-18 aumentou a expressao desse
receptor, e 0s ensaios de blogueio utilizando anticorpo monoclonal anti-MR,
comprovaram sua participacéo no efeito exercido por essa citocina, provavelmente
disparando uma nova via molecular com ativacdo de PPARy, que regula
negativamente a resposta inflamatdria de macrofagos (Jiang et al., 1998; Ricote et
al., 1998; Ricote et al., 1999; Von Knethen & Briine, 2002; Rajaram et al,. 2010; Dias-

Melicio et al., 2011b).

Nossos dados anteriores (Dias-Melicio et al., 2011b) corroboram os dados
obtidos por Panagio et al. (2008) que demonstraram a participacdo da IL-18 na
susceptibilidade a infeccdo pelo P. brasiliensis. Os autores observaram que
camundongos KO em IL-18 (IL-18 -/-) e infectados por P. brasiliensis foram mais

resistentes a infeccdo, apresentando uma menor carga fingica e menor taxa de
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mortalidade, quando comparado com o0s animais controles, demonstrando que neste
modelo a IL-18 contribuiu para o agravamento da doenca, estando assim, associada
a susceptibilidade. Camundongos controles apresentaram maior taxa de mortalidade
durante o primeiro més de infeccdo, com maior numero de unidades formadoras de
colonias recuperadas dos pulmdes, quando comparados aos camundongos IL-18-/-.
A analise histopatologica revelou a presenca de granulomas bem formados em
ambas linhagens, no entanto, diferencas foram observadas no segundo més de
infeccdo, quando ocorreu uma predominancia de células epitelidides em lesdes de
camundongos IL-18-/-, indicando que a IL-18 retarda a cura pulmonar dos

camundongos.

Dessa forma, tornou-se extremamente interessante a avaliacdo da acéo
da IL-18 sobre a modulacdo do receptor dectina-1, uma vez que S&o receptores
altamente expressos na membrana de fagocitos (Brown & Gordon, 2001; Brown et
al., 2002; Taylor et al., 2002; Huang et al., 2009), sendo os principais receptores de
reconhecimento de [-glucanas, especialmente [3-(1,3)-glucanas, principais
componentes da parede celular da maioria dos fungos. As [-(1,3)-glucanas
compreendem, na realidade, cerca de 60% do peso seco da parede celular fungica,
sendo assim consideradas como o0s principais PAMPs envolvidos na interacéo
fungo-hospedeiro (Tsoni & Brown, 2008; Bowman & Free, 2006). Além disso, muitos
estudos tém demonstrado que a dectina-1 pode induzir uma série de respostas
celulares protetoras contra fungos, tais como fagocitose e atividade fungicida, que
sdo mediadas, pelo menos em parte, pela inducéo do burst respiratério (Gantner et
al., 2005; Steele et al.; 2003; Luther et al., 2007). Essas interacdes também levam a
indugc&o de numerosas citocinas e quimiocinas, incluindo MIP-1a, GM-CSF, G-CSF,

TNF-a, MIP-2, IL-18, IL-1q, IL-23, IL-10, IL-2 e IL-6 (Steele et al.; 2003; Brown et al.,
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2003; Rogers et al., 2005; Steele et al.; 2005; Viriyakosol et al., 2005; Leibundgut-

Landmann et al., 2007).

Nossos resultados demonstraram que a IL-18 ndo possui acdo moduladora
sobre a expressao do receptor dectina-1 na superficie de mondcitos. Quando as
células foram desafiadas com a cepa virulenta do fungo, também ndo detectamos
alteracdes nos niveis de expressao do receptor. Houve um aumento da expressao do
receptor dectina-1 quando os mondcitos foram desafiados com a cepa avirulenta Pb
265. Este efeito pode ser resultante do reconhecimento da cepa avirulenta Pb 265,
com maior ligacao e ativacdo de receptores dectina-1, uma vez que foi demonstrado
gue cepas menos virulentas do P. brasiliensis, como a Pb 265, apresentam maior
quantidade de B-glucanas na composicdo de suas paredes e induzem a uma
resposta inflamatéria bastante intensa (Silva et al., 1994). No entanto, nossos
resultados sao discordantes de Bonfim et al. (2009), que avaliaram a expressao de
TLR1, TLR2, TLR4 e dectina-1 em mondcitos e neutrofilos de individuos saudaveis
apos estimulagdo de células leveduriformes de P. brasiliensis, com alta ou baixa
viruléncia e sugeriram a participacdo de TLR2, TLR4 e dectina-1 no reconhecimento,
internalizacdo e consequente ativacdo da resposta imune contra o fungo. No
entanto, os autores demonstraram diminuicdo da expressdo de dectina-1 apos
desafio com o fungo, podendo esse resultado ser decorrente da utilizagcdo de
diferentes periodos de avaliagdo, realizada apds 30 minutos de desafio, enquanto

nossa avaliacao foi somente feita depois de quatro horas de desafio.

Em relagd@o as citocinas produzidas, nossos resultados demonstram que a
cepa virulenta foi capaz de induzir uma maior concentracdo de IL-18 em relacdo a
cepa avirulenta. Visto toda importancia desta citocina até agora, e que pacientes

com paracoccidioidomicose com a forma mais grave da doenca (forma juvenil)
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apresentam niveis séricos de IL-18 muito maiores quando comparados aos niveis
dos individuos controles e de pacientes com a forma adulta da doenga (Corvino et
al., 2007), é provavel que esse achado desempenhe importante participacdo na
patogénese da doenca. Em trabalho recente, nas infeccbes causadas por virus
Epstein Barr (EBV), a IL-18 tem sido associada como marcador de severidade de
doenca, pelas concentracfes séricas também estarem altamente elevadas nesses

individuos (van de Veerdonk et al., 2012).

Nossos resultados também demonstram que a IL-18 foi capaz de induzir
altos niveis de TNF-alfa e IL-10 em monocitos somente tratados com a citocina.
Quando avaliamos as células somente infectadas com as diferentes cepas
observamos que a cepa virulenta (Pb18) foi capaz de induzir niveis menores de
TNF-a e niveis maiores de IL-10 quando comparados aos detectados para a cepa
avirulenta (Pb265). No entanto, quando avaliamos as células tratadas com IL-18 e
desafiadas com as duas cepas, notamos que o efeito ativador de IL-18 sobre a
producdo de TNF-a observado nas células somente tratadas com IL-18, foi
diminuido pelo desafio com o fungo. E mais interessante, quando bloqueamos o
receptor dectina-1, com anticorpo monoclonal de bloqueio, obtivemos diminui¢cdo da
producdo de TNF-a, demonstrando a participagdo do receptor dectina-1 no
reconhecimento do P. brasiliensis e na consequente inducdo de TNF-a via receptor
dectina-1. Em relacdo a IL-10, embora o bloqueio do receptor tenha diminuido os

niveis da citocina, os resultados néo foram diferentes estatisticamente.

Trabalho recente demonstrou a modulacéo da expressdo de TLR2, TLR4 e
MR na superficie de mondécitos humanos estimulados in vitro com células
leveduriformes de P.brasiliensis ou com gp43, seu principal antigeno e, a producéo

de TNF-a e IL-10. Os resultados mostram que tanto o fungo como a gp43 foram
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capazes de modular a expressdo de TLR2 e TLR4 em relacdo as células controle
nao estimuladas. Entretanto, os resultados obtidos com estimulo de gp43 foram
mais evidentes. Baixa expressdo de TLR2 e alta de TLR4 por mondcitos foram
induzidas por gp43 em 4h de cultura, associadas com elevada producdo de TNF-
alfa. Entretanto, esse perfil inverteu-se apds 18 h de cultura, observando-se maior
expressdo de TLR2 e menor de TLR4, associadas com maior producao de IL-10.
Assim, a persisténcia de gp43 na cultura de mondcitos por 18h pareceu aumentar a
expressdo de TLR2 e a producédo de IL-10 por essas células (Nakaira-Takahagi et

al., 2011).

Em trabalho anterior, identificamos em mondcitos desafiados com as duas
cepas, que o reconhecimento fungico também ocorre através de ligacdes via TLR4 e
TLR2, e que a producdo de TNF-a e IL-10 detectados nessas culturas estariam
relacionadas preferencialmente ao TLR4 e TLR2 respectivamente, e que a ligacao
ao MR modularia negativamente a resposta de mondcitos (Dias-Melicio et al., 2011).
Agora, com esse novo estudo, nosso conhecimento se amplifica, demonstrando que
0 receptor dectina-1 também trabalha em cooperacdo com 0s outros receptores

TLRs, na inducéo de TNF-a em resposta ao P. brasilensis.

Tem sido demonstrado que uma nova B-glucana particulada isolada de

Saccharomyces cerevisiae (Glyc 101) estimula dectina-1 e TLR2, induzindo a
producdo de TNF-a em macrofagos humanos e murinos, envolvendo a via classica
de sinalizagao tirosina quinase e ativacao de NF-kB (Roy et al., 2012). Em trabalho
recente, foi demonstrado que o envolvimento do receptor dectina-1 amplifica a

producéo de TNF-a e IL-10 induzida por estimulagdo de TLR2 e TLR4 em resposta a
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C. albicans, atuando assim em sinergismo com os receptores TLRs (Ferwerda et al.,

2008).

No entanto, antes do conhecimento gerado nesse estudo, a hipdtese que
explicaria os resultados relacionados a menor producéao de TNF-a e maior producéo
de IL-10 pela cepa virulenta em comparagdo a cepa avirulenta, seria a capacidade
da cepa Pb 18 em induzir uma maior expressdo de MR, que contribuiria para a
deflagracao da via PPARYy, com consequente inibicdo da producdo de TNF-a (Dias-
Melicio et al., 2011). Agora, podemos, além desses fatores, descrever a inducao de
uma maior expressao do receptor dectina-1 pela cepa avirulenta, e consequentemente
uma maior producdo de TNF-a induzida via receptor dectina-1. Além disso, a maior

inducao de IL-18 pela cepa virulenta contribuiria na patogénese da doenca.

Nossos resultados complementam nossos dados anteriores, demonstrando
que a IL-18 ndo modula a expressdo de um receptor importante como o receptor
dectina-1, envolvido na resposta protetora contra fungos. Também identificamos a
participacdo do receptor dectina-1 na inducdo de TNF-a, em decorréncia do
reconhecimento do P. brasiliensis pelo receptor. Esses novos dados abrem novas
perspectivas de estudo da participacdo do receptor dectina-1 nos mecanismos

efetores celulares contra o P. brasiliensis.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir que:

A IL-18 ndo modula a expressdo do receptor dectina-1 por mondcitos humanos in

Vitro;

A cepa avirulenta de P. brasiliensis aumenta a expresséo do receptor dectina-1 por

mondcitos humanos desafiados in vitro;

A producdo de TNF-a induzida pelo P. brasiliesis é também mediada pelo receptor

dectina-1.
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