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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica,
prevalente na America Latina, que tem por agentes etiologicos diferentes espécies de
Paracoccidioides. Entre eles encontra-se o Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis),
espécie composta por um complexo de agrupamentos geneticamente isolados, classificados
como espécies filogenéticas: S1, PS2, PS3 e PS4. O P. brasiliensis possui distribuido pela
parede fungica e dentro de vesiculas citoplasmaticas uma glicoproteina de 43KDa, a gp43. Esta
molécula é considerada como o principal componente antigénico produzido e secretado pelo
fungo, a qual é encontrada no soro de pacientes acometidos pela PCM e, esta associada aos
fatores de viruléncia e escape do patdgeno. Sabendo disso, tornou-se extremamente importante
a avaliacdo da interacdo dessa proteina com as células do sistema imune inato e sua consequente
atuacdo sobre os mecanismos moduladores celulares. Assim, nosso estudo avaliou o0s
neutréfilos polimorfonucleares (PMNSs) que estdo presentes em abundancia desde o inicio e
durante a infeccdo pelo Paracoccidioides, e que apresentam além de suas a¢des efetoras diretas
contra o fungo, uma importante acdo moduladora da resposta imune. Estas acdes envolvem o
reconhecimento do fungo por Receptores de Reconhecimento de Padréo (PRRs) que culminam
em ativacdo celular com consequente producdo e liberacdo de diferentes mediadores
inflamato6rios. Dessa maneira, 0 presente trabalho avaliou o envolvimento dos receptores
celulares TLR2 e TLR4 no reconhecimento e na producdo de citocinas e eicosanoides por
PMNs humanos de individuos saudaveis estimulados com a gp43. As células foram
inicialmente incubadas na presenca ou auséncia de anticorpos monoclonais anti-TLR2 e anti-
TLR4, individualmente ou em conjunto, por 2h, a 37°C, em uma atmosfera de 5% COg, para 0
blogqueio dos receptores. Em seguida, os PMNs foram estimulados ou ndo com a gp43 (20ng/ml)
por 4h, nas mesmas condicdes anteriormente citadas. A expressao de TLR2 e TLR4 bem como
a deteccdo intracitoplasmatica de IL-17A e IL-4 foram feitas por citometria de fluxo. Ja a
concentracdo de PGE», LTBg, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a foi avaliada em sobrenadante
de cultura por ELISA. Nossos resultados mostraram que a gp43 interage com TLR2 e TLR4,
induzindo a liberagéo de PGE;, mediada por TLR2, e IL-17A, via TLR4. Tais dados corroboram
a acdo da gp43 como um importante fator de viruléncia do P. brasiliensis, uma vez que
estimulou os PMNs a produzirem PGE> e IL-17A, mediadores envolvidos na susceptibilidade

do hospedeiro a infeccéo flngica na PCM.

Palavras-chave: gp43, neutrdfilos polimorfonucleares, TLR2, TLR4, citocinas, eicosanoides.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease, prevalent in
Latin America and has as etiological agents Paracoccidioides spp. One of them is
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) composed by a complex of genetically isolated
clusters, classified as phylogenetic species: S1, PS2, PS3 and PS4. P. brasiliensis present along
the cell wall and inside cytoplasmic vesicles a 43 KDa glycoprotein, known as gp43. This
molecule is recognized as the main antigenic component produced and secreted by the fungus
into sera of PCM patients and is associated with the escape and virulence factors of the
pathogen. Thereby, becomes extremely important to evaluate the interaction mechanisms of
this protein with cells from the innate immune system and their consequent action on cellular
functions. Polymorphonuclear neutrophils (PMNSs) has prominent participation in PCM, once
these cells are present in a great amount at the beginning and during Paracoccidioides infection.
PMNs perform effector actions directly against the fungi as well as an important immune
modulatory function. Such actions involve the recognition of fungal components by pattern
recognition receptors (PRRs) that leads to cell activation and consequent production of
inflammatory mediators. So, the present study evaluated the involvement of TLR2 and TLR4
on cytokines and eicosanoids release by PMNSs from healthy human stimulated with gp43. Cells
were initially incubated in the presence or absence of monoclonal antibodies anti-TLR2 and
anti-TLR4, individually or in combination, for 2h, at 37°C, in a 5% CO. atmosphere, for
receptor blockage. PMNs were then stimulated or not with gp43 (20 ng/ml) during 4h, at the
same conditions. The expression of TLR2 and TLR4 as well the intracytoplasmic detection of
IL-17A and IL-4 were done by flow cytometry. The concentration of PGE,, LTBg4, IL-6, IL-10,
IL-12, IFN-y and TNF-a was measured in cultures supernatants by ELISA. Our results showed
that gp43 interacts with TLR2 and TLR4 as also induced the release of PGE> via TLR2 and the
production of IL-17A through TLR4. Therefore, our data corroborate the gp43 action as the
main virulence factor of P. brasiliensis, once it stimulated PMNSs to release PGE2 and IL-17A,
which are inflammatory mediators responsible to enhance the host susceptibility to the fungal
infection in PCM.

Keywords: gp43, polymorphonuclear neutrophils, TLR2, TLR4, cytokines, eicosanoids.



SUMARIO

1. REVISE0 0E LITEratUra........ccooiiiiiiiiiieiiesie sttt 15
RETEIENCIAS ...ttt et bbbttt nbenreas 25
2. ATtIgO CIBNTITICO .ouviviiiiieiieee bbb 32
FA 013 1 g Tod SR U PRSPPSO 33
INEFOTUCTION ... bbbttt bbbt b e neenes 34
Materials @and MEtNOGOS..........ciiiirieiieie e 35
RESUIES. ...ttt ettt ene e re et ere e re e eneenrn 37
D oW 5] o] PRSP 45
(07]Tod 11151 o]  H TSR UP SO PRR PSR 47
RETEIEINCES. ...ttt bbbttt bt reas 47
K o o [ 157 (o PSSR 51
A, APBNAICES. ...ttt bbbttt 53



1. Revisao de Literatura



1. REVISAO DE LITERATURA

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica,
considerada importante causa de morbidade e mortalidade principalmente em individuos que
trabalham ou vivem em areas rurais (MARTINEZ, 2015). Desnutricdo, ma higiene, tabagismo
e consumo de alcool séo considerados fatores de risco para a manifestagdo da doenca (SILVA-
VERGARA et al., 2000). A PCM ¢ endémica na América Latina, especialmente em paises
como Brasil, Coldmbia, Venezuela e Argentina. Tem como agentes etioldgicos o
Paracoccidioides brasiliensis (espécies cripticas S1, PS2, PS3 e PS4) e o Paracoccidioides
lutzii (MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009; MUNHOZ et al., 2016). Recentemente,
foi proposta uma nova nomenclatura para essas quatro diferentes espécies cripticas: S1
(Paracoccidioides brasiliensis), PS2 (Paracoccidioides americana), PS3 (Paracoccidioides
restrepiensis), PS4 (Paracoccidioides venezuelensis) e o Paracoccidioides lutzii, j& classificado
anteriormente (TURISSINI et al., 2017). Esses fungos sdo termodimérficos, ou seja, se
apresentam sob a forma de micélio a temperatura ambiente (abaixo de 25°C), podendo ser
encontrados no solo, 4gua e vegetacao, ou entdo na forma de levedura (acima de 35°C), quando
em cultivo ou infectando o hospedeiro (RESTREPO; TOBON, 2005; MARQUES, 2013).

O contéagio do hospedeiro ocorre frequentemente pela inalacdo de conidios e
propagulos micelianos infectantes, que se instalam nos bronquiolos e alvéolos pulmonares e se
transformam em leveduras patogénicas, devido a temperatura corpérea humana. Lesdes
pulmonares focais e linfadenomegalia hilar caracterizam o complexo priméario pulmonar
(FRANCO, 1987; NETO et al., 2014). A partir deste momento, a infecgdo pode evoluir para a
cura espontanea ou tornar-se latente caracterizando a PCM-infecgdo, sem apresentagéo de sinais
ou sintomas clinicos, podendo ser evidenciada pela positividade do teste intradérmico com
paracoccidioidina (OLIVEIRA et al.,, 2002). No entanto, a infeccdo pode progredir e
disseminar-se para outros orgdos como figado, bacgo, glandulas adrenais, pele, membranas
mucosas e linfonodos pela via linfo-hematogénica dando origem a PCM-doenca (FRANCO et
al., 1993), a qual pode se manifestar clinicamente sob a forma aguda/subaguda ou cronica. A
forma aguda/subaguda acomete individuos jovens de ambos 0s sexos e € considerada a mais
grave, por progredir rapidamente e comprometer o sistema fagocitico mononuclear. Ja a crénica
é observada predominantemente em homens adultos (acima de 30 anos), 0s quais apresentam
quadro clinico de duragdo prolongada com lesBes localizadas (unifocal) ou disseminadas em
mais de um 6rgdo ou sistema (multifocal) (FRANCO et al., 1993). A PCM também apresenta

a forma residual ou de sequela, na qual os pacientes apresentam manifestacdes clinicas
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decorrentes de alteragdes anatdmicas e funcionais causadas pelas cicatrizes que seguem o
tratamento da doenca (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

As manifestacdes clinicas de individuos acometidos com a PCM podem envolver
tosse seca ou produtiva, seguida de dispneia. O acometimento pulmonar, geralmente apresenta
um padréo obstrutivo e pode ser confirmado por exames de imagem que mostram infiltrado
reticulonodular, geralmente nos dois tercos inferiores dos pulmdes e areas radiotransparentes
nos apices. Os tecidos da mucosa oral, faringea e laringea estdo envolvidos em grande parte dos
pacientes adultos e geralmente é caracterizado por dor e limitagdo funcional. A apresentacao
clinica classica é uma ulcera superficial com aspecto granuloso e pontos hemorragicos,
conhecida como estomatite moriforme. A ulceracéo e a infiltragdo grosseira do tecido ocorrem
guando os labios estdo envolvidos, resultando em macroqueilia. A maioria dos pacientes
apresenta multiplas lesbes orais, acometendo principalmente gengiva, palato, labios, mucosa
bucal e/ou lingua. A laringe esta frequentemente envolvida e a disfonia é um sinal comum. As
mucosas ocular e genital sdo raramente acometidas, e quando presentes, tem apresentacao
clinica semelhante a observada na mucosa oral. A PCM frequentemente acomete a pele, sendo
o0 rosto um local comum para as lesGes, particularmente ao redor da boca e nariz. Essas lesdes
podem evoluir para macroqueilia, ulcerar ou eventualmente envolver o labio superior, com
progressao para o vestibulo nasal e assoalho do nariz. As lesdes nos membros inferiores
geralmente estdo localizadas nos pés, apresentando na regido plantar lesdes ulceradas com
bordas hipergueratéticas. O padrdo mais comum de lesdo cutanea é uma Ulcera, seguida de uma
lesdo infiltrativa. As lesdes de pele originadas de linfonodos doentes refletem o predominio de
uma resposta imune exsudativa, com infiltracdo da capsula linfonodal e da pele, seguida de
formacdo de fistula e drenagem do material purulento, vindo a cicatrizar espontaneamente
(MARQUES, 2012; MARQUES, 2013). Assim, a PCM apresenta um grande impacto social
nas areas de maior endemismo, ndo s6 pelo nimero consideravel de casos, mas também pela
cronicidade da doenca, longa duracdo do tratamento e sequelas frequentes que causam
incapacidade para o trabalho e méa qualidade de vida (MARTINEZ, 2015).

A capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada contra as espécies de
Paracoccidioides vem sendo elucidada através de estudos clinicos e experimentais, nos quais a
interacdo entre o fungo e o sistema imune do hospedeiro € evidenciada através dos mecanismos
inatos e adaptativos de defesa. Inicialmente foi proposto que a resisténcia ao P. brasiliensis
seria mediada predominantemente por um padrdo de resposta tipo Thl e que a susceptibilidade
envolveria a participacdo da resposta tipo Th2 (FRANCO et al., 1993; MUSATTI et al., 1994,

PERACOLI et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2002). No entanto, De Castro e colaboradores
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(2013) propuseram um novo modelo que explica os distintos padrées de resposta imune
observados nas formas clinicas da PCM. Esse estudo traz novas informacBes, que
complementam e corroboram os dados da literatura demonstrando que, a PCM-infeccdo é
caracterizada predominantemente por uma resposta Th1, com aumento dos niveis de interferon-
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), responsaveis pela ativagdo de
macrofagos e cruciais na resisténcia ao fungo, e reducéao dos niveis de interleucinas-4, -5 e -10
(IL-4, IL-5 e IL-10). Ja, a PCM aguda/subaguda, a forma mais grave da doenca, é caracterizada
por um padrao de resposta imune predominante do tipo Th2/Th9, com aumento dos niveis de
IL-4, IL-5, IL-10, fator transformador de crescimento-beta (TGF-B), IL-9 e IL-21, sendo IL-4
e IL-9 responsaveis pela inducao da producdo de anticorpos 1gG4 e IgE pelas células B, e IL-5
responsavel pela eosinofilia presente na forma clinica. A PCM crénica apresenta um padréo de
resposta imune mista, com predominio de células Th17 e Th22, com importante participacdo
de células Thl. Apresenta niveis elevados de IL-12 e producdo de IL-17, com inducdo de
resisténcia parcial. No entanto, ocorre também uma resposta inflamatdria exacerbada com a
inducdo de danos teciduais e fibrose, geralmente observados nesses individuos (DE CASTRO
etal., 2013).

O P. brasiliensis, um dos agentes etiol6gicos mais estudado da PCM, sintetiza em
seu citoplasma uma glicoproteina de 43KDa, a gp43, que é armazenada em vesiculas e
posteriormente transportada até a parede celular, a qual é liberada extracelularmente (PUCCIA
et al., 1986; SANDOVAL et al., 1996). Assim é reconhecidamente o componente antigénico
mais secretado pelo fungo, sendo identificado no soro de pacientes acometidos pela PCM
(MENDES-GIANNINI et al., 1989; CAMARGO et al., 1991; DA SILVA et al., 2004). Essa
glicoproteina também é capaz de ser reconhecida e induzir uma resposta imune celular de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) em pacientes e animais infectados com o fungo,
semelhante aquela induzida pelo antigeno de Fava Netto, com o intuito de detectar a exposicédo
prévia ao microrganismo ou diagnosticar a PCM (SARAIVA et al., 1996).

Estudos tem mostrado que essa glicoproteina favorece a adesdo do fungo aos
componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente a laminina, e a consequente invasio
e instalagdo fungica nos tecidos. De acordo com o estudo experimental de Vicentini e
colaboradores (1994), quando leveduras de P. brasiliensis foram revestidas com laminina e
entdo inoculadas em testiculos de hamster, houve um aumento da viruléncia do fungo
resultando em uma doenca granulomatosa mais rapida e severa (VICENTINI et al., 1994).
Outro importante papel da gp43 esta relacionado a sua capacidade em induzir a sinalizacdo de

apoptose em celulas epiteliais pulmonares, o que favorece a sobrevivéncia e replicagéo local do
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fungo (SILVA et al., 2015). Estudos experimentais mostraram também que a glicoproteina
inibe, de maneira significativa, a fagocitose do fungo por macréfagos murinos e a consequente
liberacdo de dxido nitrico (NO), um importante fator microbicida, propiciando assim, a
instalacdo da infeccdo primaria em hospedeiros susceptiveis (ALMEIDA; UNTERKIRCHER;
CAMARGO, 1998; POPI et al., 2002). Ainda, foi relatado que a gp43 e seus peptideos P4 e
P23 sdo capazes de modular a resposta imune inflamatoria local e sistémica, inicialmente com
predominio na liberacdo de IL-10, citocina anti-inflamatdria, considerada como ndo-protetora
na PCM, o que favorece a sobrevivéncia do fungo no hospedeiro (KONNO et al., 2012). De
maneira geral, todos esses fatores estdo relacionados a instalagdo, disseminacao e sobrevivéncia
do fungo no hospedeiro. Corroborando esses dados, o bloqueio da gp43 em leveduras de P.
brasiliensis e a consequente inoculacdo em camundongos, levou a uma diminui¢do na
habilidade de aderéncia do fungo aos componentes celulares do hospedeiro, resultando em uma
infeccdo menos severa (GESZTESI et al., 1996). Episodio parecido foi observado, quando
leveduras de P. brasiliensis foram geneticamente modificadas e tiveram a gp43 inibida
(PbGP43). Esse estudo demonstrou uma reducdo da carga fungica nos pulmdes de
camundongos infectados com esta cepa modificada, provavelmente devido a uma resposta
imune mediada por niveis reduzidos de IL-10 e IL-6 e aumento TNF-a e INF-y (TORRES et
al., 2013). Portanto, devido a sua acdo na interacdo do patdgeno com o hospedeiro, a gp43
representa um dos importantes fatores de viruléncia das espécies de Paracoccidioides.

Dessa forma, torna-se extremamente interessante avaliar os mecanismos de
interacdo da gp43 com as células do sistema imune e sua consequente acdo sobre as funcdes
celulares. Dentre as células da resposta imune inata, estudos tem destacado o envolvimento dos
neutrdfilos polimorfonucleares (PMNSs), que apresentam uma participagcdo dindmica durante
toda a infeccdo na PCM. O estégio inicial da doenca é caracterizado por uma infiltracdo
massiva de PMNSs no local da lesé@o, os quais permanecem na fase crénica da micose originando
regides supurativas de granulomas (SILVA; ALVES; FIGUEIREDO, 1994). Além das acgdes
efetoras diretas contra o fungo através da fagocitose, degranulagdo enzimatica, explosao
respiratdria ou pela liberacéo de redes extracelulares, as NETs (Neutrophil Extracellular Traps
— redes extracelulares de neutrofilos), os PMNs também desempenham importante agédo
moduladora da resposta imune (PHILLIPSON; KUBES, 2011; AMULIC et al., 2012; DELLA
COLETTA et al., 2015; MEJIA et al., 2015; BACHIEGA et al. 2016; GAZENDAM et al.,
2016).

Para que os mecanismos celulares de defesa sejam disparados € necessario que

ocorra, inicialmente, o reconhecimento do agente infeccioso pela célula. Diferentes patdgenos
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apresentam estruturas superficiais ou intracelulares exclusivas, chamadas de padrdes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPs), que sdo reconhecidas por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes em diversos tipos de células como os monacitos,
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, mastdcitos, linfocitos, células endoteliais,
queratinocitos, fibroblastos, dentre outras (CHEN; DIPIETRO, 2017). Estruturas evolutivas
altamente conservadas presentes na parede das células fingicas como B-glucanas, quitina e
mananas Sao essenciais para o crescimento e sobrevivéncia dos fungos. Tais componentes
estruturais sdo PAMPs fungicos, os quais sdo reconhecidos pelos PRRs presentes nas células
da imunidade inata (GAZENDAM et al., 2016). Entre os PRRs descritos na literatura, os que
aparecem mais relacionados ao reconhecimento e ligacdo fungica, estdo os receptores
semelhantes a Toll (TLRs) e, os receptores da familia das lectinas do tipo C como o Receptor
de Manose (MR) e as Dectinas (MORESCO; AVINE; BEUTLER, 2011; MARAKALALA,;
NDLOVU, 2017).

Varios estudos demonstraram a participacao de diferentes PRRs no reconhecimento
do P. brasiliensis como TLR2, TLR4, TLR9, MR, Dectina-1 e Dectina-2, os quais podem atuar
de maneira colaborativa propiciando mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade a infeccédo
fungica (JIMENEZ et al., 2006; POPI et al., 2002; CALICH et al., 2008b; LOURES et al., 2009;
BONFIM et al., 2009; ACORCI-VALERIO et al., 2010; BACHIEGA et al., 2016; VIERA et
al., 2017; ROMAGNOLO et al., 2017; QUAGLIA E SILVA et al., 2019).

Os membros da familia TLR séo glicoproteinas do tipo | integradas a membrana
gue contém repeticBes ricas em leucinas envoltas por motivos conservados ricos em cisteina
em suas regides extracelulares, que estdo envolvidas na interagcdo com o ligante e, que também
possuem um dominio Unico de receptor citoplasmatico Toll/interleucina-1 (TIR), homdlogo ao
dominio intracelular dos receptores da familia IL-1, que é essencial a sinalizacdo. Nos
mamiferos, foram identificados 13 membros da familia TLR capazes de detectar patdgenos
invasores bem como aqueles localizados intracelularmente. Entre os TLRs expressos na
superficie das células temos os TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11, enquanto que os TLR3, 7, 8,9, 12 ¢
13 estdo presentes nas membranas de compartimentos intracelulares, como o reticulo
endoplasmatico, endossomos, lisossomos ou endolisossomos (KUMAR; KAWALI; AKIRA,
2009; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; MORESCO; AVINE; BEUTLER, 2011; CHEN;
DIPIETRO, 2017). Apos a ligacdo do microrganismo ao receptor, a ativagdo celular progride
através de duas vias de sinalizacdo: uma dependente de MyD88 e outra independente de
MyD88, também conhecida como via dependente do dominio TIR que contém adaptador que

induz IFN-B (TRIF). A primeira resulta na indu¢do do fator de transcrigao nuclear kappa B (NF-
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kB), com consequente producdo de citocinas inflamatorias tais como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 e MIP2, bem como a producdo de moléculas co-estimulatorias especificas e moléculas
de adesdo. A via TRIF resulta na ativacdo do NF-kB e dos fatores reguladores de interferon
(IRF), que por sua vez conduzem a expressdo de citocinas inflamatorias e genes IFN do tipo I,
respectivamente (CHEN; DIPIETRO, 2017). A liberacdo de tais mediadores possibilita a
modulacdo da resposta imune inata como também é responsavel por instruir a resposta imune
adaptativa.

Estudos conduzidos in vivo e in vitro demonstraram a importancia da participacdo
dos TLRs, entre eles TLR2 e TLR4, no reconhecimento do P. brasiliensis e a consequente
modulacdo da resposta imune do hospedeiro através da producdo de diferentes mediadores
inflamatérios (RODRIGUES et al., 2007; CALICH et al., 2008a; CALICH et al., 2008b;
LOURES et al., 2009; BONFIM et al., 2009; ACORCI et al., 2009; ACORCI-VALERIO et al.,
2010).

Macréfagos derivados de camundongos nocautes para TLR2 e deficientes para
TLR4 apresentaram menor habilidade fagocitica quando comparados aqueles de camundongos
selvagens (WT), além de secretarem baixos niveis de NO, IL-12 e proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1) (CALICH et al., 2008b; LOURES et al., 2009). A auséncia de TLR4,
possibilitou a producdo de niveis equivalentes de TNF-a aos macréfagos oriundos de animais
WT, no entanto, sintetizaram quantidades mais elevadas de IL-10, citocina ndo-protetora na
PCM (CALICH et al., 2008b). Quando in vivo, os camundongos nocautes para TLR2 com
infeccdo pulmonar por P. brasiliensis apresentaram cargas flngicas inferiores aos
camundongos WT devido a prevalente ativagdo da imunidade Th17, inflamagdo exacerbada
contendo alto nimero de PMNs e presenca diminuida de células T reguladoras (Tregs). Estes
dados demonstram que a resposta inflamatoria exacerbada dos hospedeiros a infecgédo por P.
brasiliensis é tdo prejudicial quanto o crescimento fangico ndo controlado por auséncia ou
ativacdo inadequada da imunidade. Também foi avaliada a participacdo da molécula MyD88
frente a infeccdo com o P. brasiliensis. Macrofagos e camundongos nocautes para MyD88
mostraram uma diminui¢do da capacidade fungicida, paralela a diminuigéo da sintese de NO e
IL-12, e menor tempo médio de sobrevivéncia em relacdo aos WT, respectivamente (CALICH
et al., 2008b). Em conjunto, os dados evidenciaram que a auséncia da molécula MyD88 causa
efeitos negativos profundos na ativacdo celular, resultando em uma infecgdo mais grave,
enquanto TLR2 e TLR4 parecem estar envolvidos nos mecanismos de viruléncia, uma vez que

o fungo utiliza estes receptores para infectar as células hospedeiras (CALICH et al., 2008a).
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Em relacdo aos mondcitos e neutrofilos humanos foi demonstrado que o
reconhecimento, internalizacdo e ativacdo celular envolveram a participagdo dos receptores
TLR2, TLR4 e Dectina-1 em resposta a duas cepas de P. brasiliensis (Pb265 e Pb18) (BONFIM
etal., 2009). O reconhecimento da cepa de baixa viruléncia 265 ocorreu de maneira preferencial
por TLR-2 e Dectin-1, o que resultou em uma producgéo balanceada de IL-10 e TNF-a, que
protege o hospedeiro da destruicdo tecidual e, a0 mesmo tempo, conduz uma resposta imune
protetora contra o fungo. O que confirma o papel dubio do TLR2 na PCM, uma vez que ap0s 0
reconhecimento celular, este receptor pode direcionar a resposta imune tanto para um perfil
anti- como pré-inflamatério (BONFIM et al., 2009).

Acorci-Valério e colaboradores (2010) verificaram que a ativacdo de neutrofilos
humanos com as citocinas IL-15, TNF-a, Fator Estimulador de Colonias de Granulocitos e
Macrofagos (GM-CSF) ou IFN-y, seguido do desafio com a cepa virulenta do P. brasiliensis
(Pb18), foram capazes de aumentar a expressdo dos receptores TLR2 e TLR4. Todas as
citocinas aumentaram a atividade fungicida bem como a producéo de perdxido de hidrogénio
(H202) dos neutrofilos, mas este processo ndo foi associado aos receptores. Em compensacao,
TLR2 e principalmente TLR4 foram envolvidos na producéo de IL-8 e IL-10, uma vez que o
P. brasiliensis faz uso desse receptor para ganhar acesso aos neutrofilos, retardar sua morte e
induzir um perfil anti-inflamatério de resposta imune, favoravel para sua sobrevivéncia.
Portanto, a interacdo de neutr6filos com o fungo via TLR4 é considerada como um dos
mecanismos patogénicos de escape na PCM (RODRIGUES et al., 2007; ACORCI et al., 2009;
ACORCI-VALERIO et al., 2010).

Além das citocinas, vem sendo avaliado o envolvimento de PRRs na liberagdo de
eicosanoides, também considerados potentes modulares da resposta imune.

Os eicosanoides sao formados a partir da ativacdo do acido araquiddnico (AA), que
pode ser liberado a partir de fosfolipidios de membrana apds a catélise pela enzima fosfolipase
A2 (PLA2). Sua metabolizacdo, gera diferentes tipos eicosanoides biologicamente ativos
devido a agdo de trés grupos separados de enzimas como as ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX) e o citocromo P450 (CYP). A enzima LOX catalisa leucotrienos (LTs),
entre eles o leucotrieno B4 (LTB4), que atua principalmente em neutréfilos e eosindfilos, mas
também em mastocitos e células endoteliais. O LTB4 estimula a fagocitose, liberacdo de
enzimas lisossémicas e defensinas, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs), como também promove a adesdo as células endoteliais e a transmigracéo,
amplificando as respostas inflamatdrias, além do seu importante papel na quimiotaxia (WOO

et al., 2002; BRANDT; SEREZANI, 2017). Tais acOes envolvidas na ativacao e regulacdo da
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atividade microbicida de fagocitos sugerem a importancia dos LTs na protecdo do hospedeiro
contra diferentes agentes infecciosos (BRANDT; SEREZANI, 2017). Embora o recrutamento
de leucdcitos induzidos por LTB4 também esteja relacionado com a patogénese de algumas
doencas inflamatdrias (WOO et al., 2002). J& a enzima COX, a mais popular, apresenta duas
isoformas a COX1 (constitutiva) e a COX2 (induzida). Embora tenham estrutura e fungéo
parecidas, a COX2 utiliza 0 AA enddgeno enquanto a COX1 utiliza o AA derivado de fontes
externas como a da alimentacdo (SANDER et al., 2017). A COX catalisa a formacao de
tromboxano (TX) e prostaglandinas (PG). A producdo de prostaglandina 2 (PGE2), a mais
abundante, por células eucariéticas humanas, foi relatada como mediadora de varios fenbmenos
biolégicos, como nos casos de homeostase, inflamacdo, dor e tumorigénese. Além disso,
pesquisas recentes revelaram que fungos patogénicos também tem a capacidade de induzir a
liberacdo de PGE:> (LIU et al.,, 2016; BORDON et al., 2007b). Dentre os leucdcitos, os
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (DCs) sdo uma importante fonte de PGE>. Este
mediador mostrou suprimir a resposta imune inata, diminuindo as funcfes de granuldcitos e
macrofagos alveolares, bem como suprimir a funcdo efetora citolitica de células NK
(KALINSK, 2012). A PGE, também é um poderoso supressor durante a resposta imune
adaptativa. Seu efeito pode ser direto na proliferacdo de células T, j& que inibe a producéo de
IL-2 e a expressdo do seu receptor como também desvia o equilibrio da resposta Thl para Th2,
regulando a producdo de IFN-y, mas néo das citocinas IL-4 e IL-5 (KALINSK, 2012).

Alguns estudos foram conduzidos com o intuito de entender a funcdo dos
eicosanoides na infeccdo por P. brasiliensis (SOARES et al., 2001; BORDON et al., 2007a;
BORDON et al., 2007b; BIONDO et al., 2010; BIONDO et al., 2012; TRISTAO et al., 2013;
SARGI et al., 2013). Em relacdo a producdo de PGE;, foi relatado o envolvimento dos
receptores TLR2, MR e Dectina-1 ap6s neutrofilos e mondcitos humanos serem incubados com
leveduras de P. brasiliensis (BONFIM et al., 2009; BALDERRAMAS et al., 2013). Por
conseguinte, este mediador apresentou um papel deletério para os individuos infectados com P.
brasiliensis. Um estudo de PCM murina demonstrou que a inibicdo deste mediador produziu
um efeito imunossupressor nos estagios iniciais da infeccdo, por um mecanismo dependente de
IL-10 e IL-4, com consequente reducdo no tamanho dos granulomas presentes no figado e nos
pulmdes, levando a uma doengca menos severa (MICHELIN et al. 2002). Estudos in vitro
também evidenciaram o efeito negativo da PGE>. Quando mondcitos humanos tiveram a
producdo de PGE: inibida por indometacina, um inibidor de COX, a liberagdo de TNF-q,
embora em baixas concentracGes, foi capaz de ativar as células, aumentando sua capacidade

fungicida pela liberacdo de H.O2 (SOARES et al., 2001). Outro estudo, ainda avaliando o papel
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de mondcitos humanos apos a interagdo com o fungo, constatou que mesmo apds a ativacdo das
células com IFN-y, os niveis de H20. e de TNF-o apresentavam-se baixos. Tais dados
demonstraram que o P. brasiliensis consegue escapar da atividade das células fagociticas a
partir da indugdo da producdo de PGE;, que diminuiria a resposta das células ao fungo
(BORDON et al., 2007a). Visto que o fungo utiliza a PGE> para sua sobrevivéncia, foi
investigado se ele préprio seria capaz de induzir a producéo deste mediador lipidico. De acordo
com o estudo de Bordon e colaboradores (2007b), foi identificado a producéo de PGE: pelo P.
brasiliensis, e ap0s sua incubacdo com indometacina, identificou-se também uma reducéo
significativa na producéo deste mediador, bem como da viabilidade fangica (BORDON et al.,
2007b). Estudo adicional mostrou que o P. brasiliensis produz PGE> usando tanto substratos
enddgenos como exdgenos, 0s quais sdo criticos para a viabilidade do fungo (BIONDO et al.,
2010). No entanto, um estudo observou que o P. brasiliensis é capaz de inibir a producdo de
PGE: por células dendriticas imaturas, levando a niveis ndo detectados de IL-12p70 e producéo
inadequada de TNF-a, mediadores essenciais para o amadurecimento fenotipico dessas células.
Tais resultados indicam que existe um mecanismo de evasdo do P. brasiliensis associado a
desregulacdo na maturacao das DCs (FERNANDES et al., 2015). Ainda, foi avaliado o papel
da ingestdo do acido a-linoleico (LNA), um potente anti-inflamatério natural, apds a infecgéo
de camundongos com P. brasiliensis (SARGI et al., 2013). O grupo suplementado apresentou
uma diminuigdo nos niveis séricos de PGE2 e ao mesmo tempo, foi observado um aumento na
sintese de NO por macréfagos peritoneais, demonstrando, portanto, o efeito regulador do LNA
na resposta imune frente a PCM (SARGI et al., 2013).

Em relacdo aos LTs, foi visto que o fungo também apresenta a capacidade de
produzir elevados niveis de LTB4, 0 que de acordo com Biondo e colaboradores (2012)
possivelmente contribui para os mecanismos de viruléncia do fungo (BIONDO et al., 2012).
No entanto, estudos experimentais murinos de PCM evidenciaram que tanto a enzima 5-
lipoxigenase como o LTB4 apresentam um papel protetor para o hospedeiro, com reducao das
cargas fungicas pulmonares, associado ao recrutamento e ativacao de células fagociticas para a
producdo de citocinas ativadoras como IFN-y e IL-12, como também para a substéncia
microbicida, NO (TRISTAO et al., 2013; BALDERRAMAS et al., 2013). Ainda, de acordo
com Balderramas e colaboradores (2014), os PMNs humanos foram capazes de liberar LTBa,
principalmente quando as células foram co-incubadas com leveduras de P. brasiliensis. No
entanto, nenhum dos receptores avaliados, como TLR2, MR e Dectina-1, foram envolvidos na
producéo deste mediador lipidico (BALDERRAMAS et al., 2014).
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Como vimos, grande parte dos trabalhos na literatura avaliaram as consequéncias
da interacdo dos PMNs com a levedura ou micélio do P. brasiliensis. Até 0 momento, ndo ha
estudo que avalie a interacdo dessas células com a gp43, importante imunogeno produzido e
secretado pelo fungo, associado aos fatores de viruléncia e escape do patdgeno. Apenas um
trabalho avaliou o papel de mondcitos humanos apds o estimulo com a gp43. Este evidenciou
que o reconhecimento da glicoproteina pode ocorrer via TLR4, o qual aparece associado a
producdo elevada de TNF-a ou entdo através de TLR2, que foi associado a elevada produgao
de IL-10 (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011). Dessa maneira, nos propusemos a avaliar a
participacdo dos receptores TLR2 e TLR4 de PMNs humanos no reconhecimento da gp43 e a
consequente producao e liberacao de diferentes mediadores inflamatérios como citocinas (IL-
4,1L-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e TNF-0) e eicosanoides (PGE2 e LTBa).
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