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1. RESUMO

Na paracoccidioidomicose, os estudos sobre os mecanismos de defesa
do hospedeiro destacam o papel das células fagocitarias que participam
ativamente dos mecanismos efetores diretos contra o fungo e da modulagao da
resposta inflamatéria. Dentre essas células, nos ultimos anos, os estudos tém
se voltado para os neutréfilos, que exercem um importante papel efetor e
modulador principalmente durante os estagios iniciais da infecgdo. As fungdes
dessas células, incluindo as antimicrobicidas, podem ser reguladas por
citocinas pré6 e anti-inflamatorias. Apesar dos mecanismos celulares e
moleculares desse processo nao estarem completamente entendidos,
trabalhos nos ultimos anos tém mostrado de forma bastante consistente o
envolvimento dos “Toll Like Receptors” (TLRs). Neste contexto, os objetivos do
presente trabalho foram: 1- Avaliar a expresséo de TLR2 e TLR4 por neutrofilos
humanos pré-ativados com GM-CSF, IL-15, TNF-o. ou IFN-y e desafiados com
cepa virulenta de Paracoccidioides brasiliensis cepa 18 (Pb18). 2- Avaliar a
participacdo desses receptores na atividade fungicida, produgao de H,O, e das
citocinas: IL-6, IL-8 e TNF-a e IL-10 por neutréfilos humanos pré-ativados com
GM-CSF, IL-15, TNF-q, IFN-y e desafiados com Pb18. Nos ensaios referentes
ao primeiro objetivo, as células foram tratadas por 18 horas com cada uma das
citocinas ou LPS, posteriormente desafiadas com Pb 18 por 4 horas e
avaliadas quanto a expressédo de TLR2 e TLR4 por citometria de fluxo. Nos
referentes ao segundo objetivo, as células foram ativadas com os mesmos
estimulos, submetidas ao bloqueio de TLR2 e TLR4, através da incubacéo das
células com anticorpos monoclonais especificos, desafiadas com Pb18 por 4
horas e analisadas quanto a atividade fungicida, producdo de H,O, e das
citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a e IL-10, por Elisa. Os resultados mostraram que
todas as citocinas testadas aumentaram a expressdao de TLR2 e TLR4. Da
mesma forma, o Pb18 aumentou a expressdo de TLR2, exercendo um efeito
aditivo ao das citocinas. Ao contrario, o fungo diminuiu a expresséo de TLR4.
Todas as citocinas aumentaram a atividade fungicida de neutrofilos contra o
Pb18. No entanto, esse aumento nao esteve associado a modulacdo de TLR2

e TLR4, induzida por essas citocinas e ou Pb18. Da mesma forma, todas as



citocinas e o Pb18 aumentaram a liberagdo de H,O,. No entanto, de forma
semelhante ao detectado para a atividade fungicida, esse processo nao
envolveu a modulagdo de TLR2 e TLR4. A ativacado dos neutrofilos com GM-
CSF e TNF-a resultou em um aumento significativo na produgao de IL-8. Ao
contrario, essa citocina nao foi detectada apés ativagédo com IL-15 e IFN-y. O
Pb18 estimulou as células a produzirem IL-8 exercendo um efeito aditivo ao
das citocinas GM-CSF e TNF-a. Nenhuma das citocinas testadas aumentou a
producado de IL-10. Um aumento significativo foi detectado apenas apds o
desafio com o fungo. O efeito das citocinas e /ou Pb18 sobre a producao de IL-
8 e IL-10 envolveu a participagdo de TLR2 e principalmente TLR4. Os
resultados sugerem que a interagcdo do Pb18 com neutréfilos humanos via
TLR2 e TLR4 pode ser considerada como um mecanismo de patogenicidade,
uma vez que esse fungo usa o TLR2 e principalmente o TLR4 para a sua
entrada nas células e escapar das suas fungbes efetoras, através da producao
de IL-8 e IL-10.



2. ABSTRACT

In paracoccidioidomycosis, phagocytic cells appear to provide one of the
major lines of host defense. In this context, in last years, various studies have
focused on the role of neutrophils that are involved in primary response to the
fungus. Neutrophil functions are regulated by pro and anti-inflammatory
cytokines. The molecular and cellular mechanisms involved in this process are
not fully understood, but there are strong evidences about the involvement of
“Toll Like Receptors” (TLRs). In this context, we aimed to evaluate TLR2 and
TLR4 expression on human neutrophils primed with the cytokines GM-CSF, IL-
15, TNF-a or IFN-y and challenged with a virulent strain of Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18). Moreover, we asked if these receptors have a role on
fungicidal activity, H,O, and IL-6, IL-8, TNF-a and IL-10 production, by primed
and challenged cells. In first assays, neutrophils were incubated with each of
cytokines or LPS by 18 h, challenged with Pb18 by 4 h and evaluated by TLR2
and TLR4 expression by flow cytometry. In other assays, cells were incubated
with each of cytokines or LPS by 18h, submitted to TLR2 and TLR4 blocking by
specific monoclonal antibodies, challenged with Pb18 for 4 h and evaluated for
fungicidal activity, H,O, and IL-6, IL-8, TNF-a and IL-10 production, by ELISA.
All cytokines increased TLR2 and TLR4 expression. Pb18 increased TLR2
expression inducing an additional effect to that of cytokines. On the contrary, it
inhibited TLR4 expression. All cytokines increased neutrophils fungicidal
activity, but this process was not associated with TLR2 or TLR4 expression. All
cytokines and Pb18 increased H,O, production, but in the same manner to
fungicidal activity, the process was not associated to TLR2 or TLR4 expression.
Neutrophils activation with GM-CSF and TNF-o resulted in a significative
increase on |L-8 production, while IL-15 and IFN-y have no effect. Pb18 also
increased IL-8 production inducing an additional effect to that of cytokines.
None of the cytokines activated neutrophils to release IL-10. This cytokine was
only detected after Pb18 challenge. Interestingly, cytokines production involved
TLR2 and mainly TLR4 expression. The results suggested that Pb18 interaction
with neutrophils through TLR2 and TLR4 may be considered as a pathogenic



mechanism, since this fungus uses TLR2 and mainly TLR4 to escape from host
effector mechanisms, by producing IL-8 and IL-10.



3. INTRODUGAO

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica que se manifesta
endemicamente na maioria dos paises da América Latina, especialmente
Brasil, Argentina, Colbmbia e Venezuela. Seu agente etioldégico, o
Paracoccidioides brasiliensis, € um fungo imperfeito e dimérfico, que se
apresenta sob a forma de levedura in vivo e quando cultivado a 37°C em meios
de cultura enriquecidos, e na forma de micélio a temperatura ambiente com
variacdo de 4 a 28°C".

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estdo constantemente
em contato com a vegetacao e o solo. Na forma aguda da doenca, jovens de
ambos os sexos sdo afetados proporcionalmente. Porém, na forma cronica do
adulto ha predominancia de homens em relagdo as mulheres afetadas, sendo
esse processo relacionado a um efeito protetor promovido pelos horménios
femininos. Estudos in vitro demonstram que estrogenos inibem a
transformacdo de micélios ou conidios em leveduras, processo que
proporciona a instalacdo da infeccdo®>. Paralelamente, foi demonstrada a
presenca de receptores para estrogeno tanto na fase micelial como na
leveduriforme do fungo*>.

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam
propagulos micelianos presentes em agua, plantas e solo, que penetrariam no
hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo primeiramente os pulmdes,
provocando o chamado complexo primario pulmonar. Esse processo pode
evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a
paracoccidioidomicose-infecgédo, identificada pela auséncia de sinais ou
sintomas clinicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune
especifica, que pode ser evidenciada pelo teste intradérmico com
paracoccidioidina®. Ao contrario, o processo pode progredir para a
paracoccidioidomicose-doenga com conseqiente disseminagao para outros
6rgdos como figado, baco e adrenais pela via linfo-hematogénica’. As
manifestagdes clinicas da micose podem ser agrupadas em dois padrdes que
definem as formas aguda e cronica da doenca. A forma aguda € habitualmente
grave, de evolucdo rapida e compromete o sistema fagocitico mononuclear

(baco, figado, linfonodo e medula éssea). A forma crbénica tem duracgéo



prolongada, instalacao lenta e gradual e as lesbes permanecem localizadas ou
envolvem mais de um 6rgao ou sistema®®.

O estabelecimento da doencga, disseminacéo e gravidade dependem
de fatores inerentes ao préprio fungo, como sua viruléncia, composicao
antigénica, das condi¢des ambientais; e principalmente dos fatores ligados ao
hospedeiro, como idade, sexo, estado nutricional, e principalmente capacidade
de desenvolver uma resposta imune eficaz. Em relacdo a este ultimo fator,
estudos clinicos e experimentais tém sugerido a interagéo entre mecanismos
especificos e inespecificos de defesa na determinacdo da resisténcia ao P.
brasiliensis® 113,

A imunidade inespecifica ou inata apresenta grande importancia no
combate a fungos patogénicos. Dentre os varios mecanismos envolvidos nesta
resposta, os envolvendo as células fagocitarias desempenham papel central na
resisténcia contra esses patdgenos, com destaque para a participagdo na
reacao inflamatéria e na atividade fungicida. Estas fungbes, no entanto,
dependem de mecanismos de ativagao dessas células, gerados pela interacao
com o proprio fungo ou com fatores da resposta imune inespecifica e
especifica, como as citocinas'>®.

Neste contexto, macrofagos murinos nao apresentam atividade
fungicida ou fungistatica contra o P. brasiliensis, permitindo a multiplicacédo do
mesmo no seu interior. Este achado pode ter implicagbes importantes na
patogénese da doenga, sugerindo que, in vivo, o fungo se multiplique
intracelularmente ap6s a ingestdo por macréfagos nao ativados, levando a
destruicdo das células e consequente liberacdo de inumeras formas de P.
brasiliensis’.

Da mesma forma, mondcitos e macréfagos humanos normais, néo
ativados, permitem o crescimento e a multiplicagdo intracelular do P.
brasiliensis®. Em estudos realizados com pacientes, detectou-se que
macrofagos alveolares de individuos com teste intradérmico positivo a
paracoccidioidina, mostraram capacidade de degradar o fungo, enquanto que
essa atividade nao foi detectada nos pacientes com paracoccidioidina negativa.
Esses resultados indicam que nos pacientes com resposta imune celular
adequada, os macréfagos estariam sendo ativados, passando a apresentar

atividade contra o fungo'®.



Esses resultados deixam clara a importancia da ativagéo para que as
células fagocitarias adquiram atividades antifungicas. Nesse sentido,
macréfagos murinos ativados por IFN-y, passam a ter capacidade de digerir o

fungo’l?, 20-21

. Macré6fagos cultivados em presenca de citocinas liberadas por
células de baco de animais imunizados aumentaram a sua capacidade de
destruir conidios, assim como inibiram a transformacdo de conidios em
levedura®.

No que se refere as células humanas, estudos mostram que
mondcitos e macréfagos de individuos normais quando ativados por IFN-y
inibem o crescimento intracelular do P. brasiliensis'®. Trabalhos em nosso
laboratorio mostraram que a pré-incubagéo de mondcitos com IFN-y ndo induz
essas células a uma eficiente atividade fungicida contra cepa virulenta do P.
brasiliensis. Essa atividade é adquirida somente ap6s pré-incubagdo com TNF-
o, TNF-ae mais IFN-y, ou GM-CSF?*?*. Quando as células s3o desafiadas com
cepa de baixa viruléncia, a pré-ativagcdo apenas com IFN-y &€ suficiente para
aquisicdo de uma eficiente atividade fungicida, demonstrando que na
dependéncia da cepa utilizada, o processo de ativagdo das células fagocitarias
pode necessitar de sinais dados por diferentes citocinas.

Em relagcdo aos mecanismos através dos quais os mondcitos e
macréfagos ativados exercem sua atividade fungicida, estudos em nosso
laboratorio demonstraram que a atividade fungicida de mondécitos humanos
ativados com TNF-a envolve a geragdo de metabdlitos do oxigénio como a
H,0,%. Para os macréfagos murinos, os trabalhos t8m demonstrado que a
atividade antifungica de macréfagos ativados com IFN-y independe dos
metabolitos do O,, ocorrendo a participagcdo dos metabdlitos do nitrogénio
como o NO®. No entanto, estudos em nosso laboratorio demonstraram a
participacéo tanto da H,O, como do NO na atividade fungicida de macréfagos
murinos ativados com TNF-o. ou IFN-y?’.

Os trabalhos citados acima deixam clara a necessidade de um
processo de ativacado das células mononucleares para a aquisicao de atividade
fungicida contra o P. brasiliensis. Esse processo pode ocorrer nas primeiras
fases de interagcdo do fungo, durante o desenvolvimento de uma resposta inata.

Nesta fase, as fontes das principais citocinas envolvidas, o IFN-y e o TNF-q,



seriam as células NK para o IFN-y*®? ou os préprios macréfagos alveolares,
no caso do TNF-o. Segundo Figueiredo et al*’, tanto cepas de P. brasiliensis
quanto fragbes da parede celular, ricas em B-glucanas sdo capazes de induzir
niveis elevados de TNF-o, sendo possivel sua deteccdo em soro de
camundongos inoculados por via intraperitoneal com o fungo. As fragdes e a [3-
glucana purificada estimularam a secrec¢éao in vitro de TNF-o. por macréfagos
murinos, sugerindo que essa citocina é produzida em resposta ao P.
brasiliensis e regulada por varios constituintes da parede celular do fungo.

Calvi et al®®, estudando pacientes com paracoccidioidomicose,
verificaram que a producéo de TNF-a por mondcitos infectados, in vitro, com a
cepa de menor viruléncia (Pb265), induzia niveis mais elevados de TNF-o. em
comparacao a cepa virulenta (Pb18). Além disso, niveis mais elevados dessa
citocina apresentaram correlagdo com a maior atividade fungicida dos
monocitos, demonstrando a importancia do TNF-o. nesse mecanismo. Da
mesma forma, a incubagcdo de mondcitos humanos com IFN-y mais fracéo de
parede do P. brasiliensis rica em B-glucana, induziu essas células a uma maior
producao de TNF-o com consequiente aquisicdo de maior atividade fungicida31.
Assim, os niveis dessa citocina poderiam variar na dependéncia da viruléncia
ou da composi¢do da parede celular da cepa com a qual o individuo entra em
contato, e consequientemente interferir na evolugéo da doenca.

Apbs as primeiras fases, durante a evolugdo da infecgédo, as
citocinas ativadoras das células fagocitarias podem ser geradas por elementos
da resposta imune adaptativa, como os linfécitos CD4 Th1. Varios trabalhos
mostram que uma resposta protetora contra o P. brasiliensis depende de um
padrao de resposta Th1 envolvendo como principais citocinas o IFN-y, TNF-o e
IL-12%%34,

Os trabalhos acima citados mostram o interesse da literatura em
estabelecer os fatores de ativacdo e desativacdo, representados pelas
citocinas, sobre as células fagocitarias mononucleares murinas e humanas,
desafiadas com o P. brasiliensis. No entanto, outras células que merecem ser
estudadas em relagdo a esses processos, sdo os neutrofilos, uma vez que a
literatura tem chamado a atencéo para o envolvimento dinAmico dessas células

na defesa do hospedeiro contra os diversos microrganismos.



Assim, sugere-se que logo apds a infecgéo, o P. brasiliensis interaja
com os macréfagos alveolares induzindo a liberacdo de quimiocinas, que
atraem neutrofilos. Nesse sentido, peptideos de baixo peso molecular,
detectados no sobrenadante de macréfagos peritoneais murinos incubados
com o P. brasiliensis sao capazes de atrair neutrofilos para a cavidade
peritoneal®®. Outros estudos mostraram uma associagao entre as quimiocinas
KC e MIP-1 a (CCL3) e a infiltracao de neutréfilos durante a fase aguda da
infecca0>®. Provavelmente, como resultado desses processos, detecta-se uma

8, 37-38

infiltracdo macica destas células nas lesbes da doenca humana e de

animais de experimentagao'® 3940,

Estudos em linhagens de animais
suscetiveis e resistentes a infeccado, depletados de neutrofilos durante as
primeiras fases da infecgdo, mostraram que essas células desempenham um
importante papel nos mecanismos de defesa contra o fungo, mas que seus
efeitos dependem do padréo genético do hospedeiro uma vez que a deplecéo
agravou de forma muito mais intensa a infec¢do nos camundongos suscetiveis
quando comparados aos resistentes®’.

Varios trabalhos tém demonstrado a capacidade estimuladora de
varias citocinas sobre o “burst” respiratorio ou atividade citotoxica de neutrofilos
e dentre elas podem ser citadas o IFN-y, GM-CSF, IL-8, TNF-a e IL-15%*"8_ A
necessidade de um processo de ativagao de neutréfilos para destruicao de P.
brasiliensis tem sido detectada em alguns trabalhos. McEwen et al*,
demonstraram que neutrofilos de camundongos sensibilizados com P.
brasiliensis e estimulados com o fungo morto por via intraperitoneal,
apresentaram maior atividade fungicida in vitro.

Neutréfilos de camundongos resistentes a infeccdo por via
intraperitoneal e subcutanea “air pouch” encontram-se ativados e apresentam
maior atividade fungicida contra o fungo, quando comparados com células de
animais suscetiveis. Um intenso infiltrado neutrofilico “air pouch” esteve
associado com resposta de hipersensibilidade tardia em ambas as Iinhagens5°.
Outros estudos mostraram que neutréfilos humanos néo ativados apresentam
atividade fungistatica®' e fungicida contra o P. brasiliensis®. No entanto, esses

efeitos antifungicos sdo significativamente aumentados apds a ativagdo com



IFN-y, IL-1 e GM-CSF. As citocinas TNF-o. e IL-8 ndo apresentaram efeito
sobre essas atividades®" *.

Em nosso laboratério, mostramos que neutréfilos ndo ativados nao
desenvolvem atividade antifungica. No entanto, uma significativa atividade
fungicida é obtida ap6s ativagdo com as citocinas IFN-y, TNF-o. e GM-CSF** e
IL-15°°. Adicionalmente, os resultados sugeriram a participagdo do anion
superoxido e H,O,, como moléculas efetoras dos neutréfilos ativados contra o
fungo.

Em concluséo, os resultados dos trabalhos citados acima reforcam a
idéia de que os neutréfilos possuem um envolvimento dindmico na defesa do
hospedeiro contra o P. brasiliensis, uma vez que as atividades dessas células
podem ser reguladas por elementos da resposta imune inata e especifica.

O reconhecimento inicial de microorganismos ¢é mediado por
receptores celulares expressos em células da imunidade inata. A interagcéo
entre moléculas de superficie do parasita e receptores homologos presentes na
membrana celular das células fagociticas, incluindo os neutréfilos, modulam a
fagocitose e a ativagdo dessas células®®. Entre esses receptores destacam-se
os receptores semelhantes a toll (TLRs, Toll-like receptors), através dos quais
as células sado capazes de reconhecer microorganismos, com consequente
estimulacéo da fagocitose, atividade microbicida e produgao de citocinas®®™>’.

Os TLRs s&o uma familia de proteinas transmembranicas,
evolutivamente conservadas entre insetos e humanos®®*®, que foram
primeiramente identificados como moléculas essenciais para padréao
embriogénico em Drosophila e, posteriormente como chave na imunidade
antifl’mgicam. Essas proteinas servem como receptores de reconhecimento
padrdao para uma variedade de moléculas derivadas de microrganismos e
estimulam a resposta imune inata. Assim, a expressao e ativacdo de TLRs
contribui para a defesa do hospedeiro contra infeccbes em Drosophila,
camundongos e humanos®™®. A ativacdo de TLRs pode regular n&o apenas a
fagocitose e atividade microbicida, mas também a liberacdo de citocinas e
diferenciacado de células dendriticas imaturas, capacitando o sistema imune a
induzir a resposta imune adaptativa®® %%

Todos esses receptores contém repeticbes ricas em leucina,

flanqueadas por sequéncias ricas em cisteinas em suas regides extracelulares



e um dominio de homologia ao receptor Toll/IL-1R (TIR) em suas regibes
citoplasmaticas, o que € essencial para a sinalizagé067. A interacédo dos TLRs
com seus ligantes especificos leva ao recrutamento intracelular de moléculas
adaptadoras contendo dominios TIR tais como a MyD88 e outras. A maioria
dos TLRs com excegé&o do TLR3 medeia sinais intracelulares dependente de
MyD88. Esse processo resulta no recrutamento de proteinas das familias IRAK
e fator 6 associado ao receptor para TNF (TRAF6) levando a ativagcdo de MAP
“‘kinases” e fatores de transcri¢do incluindo NF-xB e AP-1 que sao criticos para
a inducao de varias citocinas pro e anti inflamatorias®°.

A expressdo de TLRs na superficie celular pode ser detectada por
anticorpos monoclonais principalmente em monoécitos e células dendriticas
imaturas’". Entretanto, a expresséo de TLR é observada em outras células,
incluindo neutréfilos, células endoteliais vasculares, adipécitos, midcitos
cardiacos e células epiteliais intestinais. A expressao de varios TLRs é também
modulada em resposta a diferentes estimulos’®. Alguns TLRs podem
reconhecer uma variedade de ligantes. Em muitos casos, dois diferentes TLRs
colaboram entre si ou com outro co-receptor para envio de sinais, apoés
interagdo com o ligante microbiano™. Por exemplo, TLR4 e seu co-receptor
MD-2, reconhecem LPS de bactérias gram-negativas bem como polissacaride
de Cryptococcus neoformans’. Por outro lado, TLR2 medeia resposta celular a
peptideoglicanos de bactérias, lipoproteinas e zimosan, em cooperagcao com
TLR1 ou TLR6’. Assim, a resposta imune inata a uma espécie de
microrganismo pode refletir a integracdo das respostas de varios TLRs para
diferentes moléculas produzidas pelo microrganismo’ "4,

Dentre os varios microrganismos estudados em relacdo a suas
interacbes com TLRs destacam-se alguns fungos de importancia médica.
Trabalhos visando o estudo dessas interacbes tém permitido um melhor
entendimento do papel desses receptores nos mecanismos de protecao ou
patogénese nessas infecgdes®® °7°,

Os primeiros trabalhos com esse objetivo foram realizados com
Candida albicans e os resultados tém se mostrado discrepantes. Netea et al”’,
mostraram que o TLR4 desempenha um importante papel na protecéo de
camundongos contra a candidiase disseminada. Esse processo envolve a

participacdo desse receptor na produgdo de quimiocinas como KC e MIP-2



importantes para o influxo de neutréfilos. Por outro lado, ndo houve uma
associacao entre esses receptores e produgdo de citocinas pro-inflamatoérias,
como o TNF- ¢, IL-1a e IL-13, assim como com 0os mecanismos envolvidos na
morte fungica, como producdo de Oxido nitrico e anion superdxido. Outros
autores mostraram o ndo envolvimento do TLR4 na resisténcia a infec¢ao por
C.albicans, uma vez que camundongos defeituosos na expressao desse
receptor apresentaram taxas de sobrevida semelhantes aos camundongos
controles n&o defeituosos’® e foram capazes de montar uma resposta do tipo
Th1 contra esse microrganismo’®.

Os resultados também se apresentam discrepantes em relagdo ao

papel do TLR2. Villamoén et al®®

observaram que camundongos deficientes de
TLR2, experimentalmente infectados por C. albicans, apresentaram menor
sobrevida quando comparada com animais controle, concluindo que a
expressao desse receptor € crucial para a protecdo dos camundongos contra
candidiase disseminada. A producéo in vitro de TNF-a e MIP-2 por macréfagos
de camundongos TLR2", em resposta a C. albicans, foi significativamente
inibida nesses animais o que poderia contribuir para a diminuigdo do
recrutamento de neutréfilos para o sitio de infecgdo. No entanto, a fagocitose
das leveduras e produgéo de reativos intermediarios do oxigénio (ROIS) n&o foi
afetada nos camundongos TLR2”. Em um outro estudo, esses mesmos
autores observaram que no inicio da infecgdo por C. albicans, a produgao de
citocinas como TNF-o, IL-12 e IFN-y, foi significativamente inibida nos

camundongos deficientes de TLR2%".

Outros estudos mostraram que animais TLR2” sdo mais resistentes
a candidiase disseminada do que animais normais sendo esse processo
associado a um aumento da quimiotaxia e capacidade fungicida dos
macrofagos. Os autores ndo encontraram diferencas quanto a producado de
TNF-o, IL-1 e IL-6, porém, a producdo de IL-10 foi fortemente inibida nos
animais TLR2”, fato que esteve associado com a diminuicdo de células T
regulatérias CD4°CD25" (Treg). Os autores concluiram que a C. albicans
escapa das defesas do hospedeiro através de sinais mediados pelo TLR2°.
Enquanto os resultados em relacdo a participacdo de TLR2 e TLR4 nos

mecanismos de resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo com C. albicans séo



ainda conflitantes, o envolvimento das moléculas MyD88 nos mecanismos de

protecdo contra esse fungo encontram um grande suporte na literatura®® 8283,

Resultados conflitantes também tem sido observados em relagédo a
participagdo dos TRLs na infecgéo por Cryptococcus neoformans e Aspergillus
fumigatus. Estudos tém mostrado que a glicoroxilomanana (GXM), o principal
componente da capsula do C. neoformans tem capacidade de ligar-se as
células via CD14 e TLR4. No entanto, esse processo resulta em uma ativagao
incompleta dessas células, com conseqiente producao inadequada de TNF-
a’*. Outros estudos mostraram que MyD88 e TLR2, mas nio TLR4 estdo

185 demonstraram

envolvidos na protecéo contra o C. neoformans®. Yauch et a
que embora GXM seja um ligante importante para TLR2, TLR4 e CD14, esse
receptores tem uma participagdo minima na resposta a infeccédo pelo C.
neoformans, em relagdo ao importante papel desempenhado pela molécula
MyD88. Corroborando com esses dados, estudos mais recentes® realizados
com objetivo de elucidar o papel do TLR2 e TLR4 na criptococose, mostraram
que ambos contribuem de forma bastante discreta para os mecanismos de

protecado do hospedeiro contra esse fungo.

Estudos tém mostrado que CD14 e TLR4 desempenham um
importante papel no reconhecimento de hifas do fungo A. fumigatus assim
como no processo de sinalizagcdo para a producao de TNF-o, produzida por
mondcitos em resposta a esse fungo®. Outros trabalhos mostraram que
antigenos de A. fumigatus induzem a ativacao de células dendriticas imaturas
humanas e neutréfilos, via TLR2 e TLR4%. De forma semelhante, outros
autores mostraram que tanto conidios, como hifas do fungo induzem a
translocacédo do NF-xB liberando citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e
MIP-2 via ligagcéo tanto a TLR2 como TLR4%. Por outro lado, outros estudos
mostraram que o fungo estimula as defesas inatas do hospedeiro por
mecanismos independentes de TLR2 e TLR4%. Netea et al®', demonstraram
que tanto conidios e hifas de A. fumigatus sado capazes de estimular a
producao de citocinas via TLR2, enquanto que somente o conidio estimula as
células via TLR4, resultando em uma importante producdo de IL-10, um

processo que sugere um mecanismo de escape do fungo.



O papel dos TLRs nos mecanismos de resisténcia e ou
susceptibilidade a infecgcédo pelo P. brasiliensis também tem sido investigado.

Calich et al’®

, usando camundongos TLR4 deficientes e nocautes para TLR2
mostraram que tanto o TLR2 como o TLR4 estdo envolvidos no
reconhecimento do fungo. Esse reconhecimento resulta em um aumento da
capacidade fagocitica com infeccdo de macréfagos e secregcdo de NO. No
entanto, esse processo parece nao levar a uma eficiente atividade macrofagica
e diminuicao significativa da carga fungica, pois tanto animais normais quanto
os deficientes apresentaram a mesma taxa de sobrevida a infecgdo. Animais
nocautes para a molécula MyD88 apresentaram uma taxa de sobrevida
significativamente menor quando comparada a dos animais normais nao
nocauteados.

Em conjunto, os resultados mostram uma importancia das moléculas
MyD88 no processo de ativagdo das células fagocitarias que culmina com
maior destruigdo fungica e consequentemente maior resisténcia a infecgcéo e
que ao contrario o TLR4 e TLR2 parecem estar envolvidos nos mecanismos de
viruléncia do fungo. Nesse sentido Ferreira et al*® relatam que em animais
suscetiveis, a diferenciacédo de células dendriticas regulatérias que secretam
altas concentragdes de IL-10 e baixas de IL-12 ocorrem via ativagao de TLR2 e
Dectin-1. Em relacdo as moléculas MyD88, resultados diferentes foram
detectados por Gonzalez et al**, uma vez que camundongos nocauteados para
a expressdo dessa molécula apresentaram a mesma carga fungica, assim
como igual capacidade de liberarem citocinas proé-inflamatérias, levando a
conclusao de que essa molécula ndo é essencial para os envios dos sinais
celulares que culminam com maior destruicao fungica e consequente protecao
contra a infecgao.
A analise dos trabalhos acima mostra que apesar dos importantes
conhecimentos adquiridos, o papel dos TLRs no desenvolvimento da
imunidade inata e adquirida na paracoccidioidomicose necessita ser melhor
investigado, particularmente em relagdo as células humanas, como os
neutrofilos.

Os neutrofilos sao consideradas como as células protétipos da
resposta imune inata. Assim, varios estudos tem sido desenvolvidos com o

objetivo de avaliar o papel dos TLRs na fungdo dessas células®. Trabalhos



iniciais mostraram que neutréfilos humanos expressam TLR2, TLR4 e TLRS,
mas ndo TLR3, e que essa expressdao pode ser aumentada por LPS,
lipoarabinomana ou citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF-a e diminuida por
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10%. Ao contrario, outros estudos
mostraram que LPS, GM-CSF e TNF-o inibem, enquanto a IL-10 aumenta de

uma forma discreta a expressdo de TLR2%. Kurt-Jones et al®

mostraram que
neutréfilos expressam TLR2, mas pequenas concentracdes de TLR4.
Adicionalmente, o tratamento de neutréfilos com GM-CSF aumentou a
expressdo de RNAm para CD14 e TLR2 e a producdo de IL-8 e anion
superéxido em resposta a ligantes de TLR2. Estudos mais completos
objetivando avaliar a expressdo de varios TLRs por neutréfilos humanos,
demonstraram que essa células expressam os TLRs de 1 a 10, com excegao
do 3. Adicionalmente, os agonistas de todos os TLRs estimularam ou primaram
as células para a producéo de citocinas como IL-8 e outras quimiocinas,
geragdo de anion superdxido, aumento da fagocitose, inibicdo da quimiotaxia
mediada por IL-8 e “shedding” de L selectina. Os resultados mostraram ainda
que embora o GM-CSF aumente a expressao e as fungdes mediadas por todos
os TLRs estudados, a acdo dessa citocina mostrou-se mais acentuada em
relacdo a TLR2 e TLR9. Em estudo recente, O’ Mahony et al*” demonstraram
que a expressao constitutiva de TLR2, TLR4 e TLRO em neutrofilos €
semelhante aquela detectada em mondcitos, enquanto que a expressao de
TLR5 é menor. Os autores ainda demonstraram que além do GM-CSF, o IFN-y
€ um importante indutor da expressao de TLR2 e TLR4 nessas células.

Em conjunto, a analise dos trabalhos da literatura mostra claramente que
as fungdes dos neutrofilos, incluindo as antimicrobicidas podem ser reguladas
por citocinas pré e anti-inflamatérias. Apesar dos mecanismos celulares e
moleculares desse processo nao estarem completamente entendidos,
trabalhos nos ultimos anos tem mostrado de forma bastante consistente o
envolvimento dos TLRs.

Diante desse contexto, acreditamos ser de extrema importancia no
estudo da interacdo dos neutrofilos com o P. brasiliensis, a avaliagédo do papel
dos TLRs no processo de ativacdo dessas células com as diferentes citocinas

que culmina com aumento de suas fungdes antifungicas.



4. OBJETIVOS

1- Avaliar a expressdo de TLR 2 e 4 por neutréfilos humanos pré
ativados com GM-CSF, IL-15, TNF-a e IFN-y e desafiados com cepa virulenta

de P. brasiliensis.

2- Avaliar a participagdo desses receptores na atividade fungicida e
producao de H,O, por neutréfilos humanos pré-ativados com GM-CSF, [L-15,

TNF-o. e IFN-y e desafiados com cepa virulenta de P. brasiliensis.

3- Avaliar a participagdo desses receptores na producéo das citocinas
IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-o por neutréfilos humanos pré-ativados com GM-CSF,

IL-15, TNF-a e IFN-y e desafiados com cepa virulenta de P. brasiliensis.



5. CASUISTICA E METODOS

5.1- Casuistica

Foram avaliados neutrofilos do sangue periférico de 20 individuos
normais, doadores de sangue do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. O consentimento dos individuos para
participacdo no presente trabalho foi obtido apds informacao e esclarecimento
sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do formulario de consentimento
(OF. 398/2007 — CEP).

5.2- Isolamento de neutréfilos humanos

Sangue periférico de individuos normais foi obtido por pungédo venosa,
sendo 10mL colocados em tubos de ensaio estéreis contendo 10U/mL de
heparina (Liquemine-Roche). As células polimorfonucleares foram obtidas por
meio da separagao em gradiente de Percoll e Ficoll-Hypaque. O anel rico em
células polimorfonucleares foi lavado com meio RPMI por 10 minutos a 200g.
Apobs este periodo, a suspensao celular foi ressuspendida em meio de cultura
RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, N.Y.) suplementado com 2 mM
de L-glutamina (Sigma Chemical Co, ST Louis, MO, USA), 40ug/mL de
gentamicina e 10% de soro autélogo inativado (Meio de Cultura de Células
Completo: MCCC). A contagem, identificacdo e viabilidade dos neutréfilos
foram realizadas através da coloracao com azul tripan (aliquotas de 50uL da
suspensao celular foram diluidas em 50uL de corante). Foram utilizadas
suspensdes com viabilidade maior ou igual a 95%. Em seguida, foi ajustada a
concentragdo para 2x10° neutréfilos/mL, com posterior plagueamento da
suspensado celular em placas de microculturas de 96 (100uL/orificio) ou 24
(1.0mL/orificio) orificios. As células foram incubadas, em tensdo de 5% de CO,
a 37°C, por 18 horas com diferentes estimulos na dependéncia do experimento

a ser realizado.



5.3- Obtencao das suspensoes de P. brasiliensis

Foi utilizada a cepa de alta viruléncia de P. brasiliensis (Pb18) mantida em
nosso laboratério através do cultivo em (GPY), contendo 2% de glicose, 1% de
peptona e 0,5% de extrato de levedura a 37°C, em tubos de 20x20 mm, com
subcultivos semanais. As culturas foram usadas ap6s 5 ou 6 dias de cultivo. As
células foram removidas foram removidas da superficie de cultivo com auxilio
de alca de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de vidro
de 4 mm de didmetro e aproximadamente 10mL de meio RPMI, com posterior
homogeneizagdo em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em
seguida, as suspensdes celulares foram mantidas a 37°C durante 3 minutos
para sedimentacdo de grumos nao desfeitos durante a agitacdo. Apds este
periodo, os sobrenadantes dessas suspensdes foram coletados, sendo
aliquotas dos mesmos utilizadas para contagem em camara hemocitométrica
tipo Neubauer, utilizando microscopio com contraste de fase. Foram
consideradas como células viaveis as que apresentaram aspecto brilhante
(refringente), uma vez que as células mortas apresentam-se com coloragéo

escura. Foram utilizadas suspensdes com viabilidade maior ou igual a 90%%.

5.4- Avaliagao da expressao de TLR2 e TLR4 por citometria de fluxo
Culturas de neutréfilos humanos obtidas conforme item 5.2 em placas de
96 orificios (100uL/orificio) foram incubadas por 18 horas somente com meio
de cultura, ou as citocinas GM-CSF (100U/mL), IL-15 (31,2ng/mL), TNF-o
(250U/mL) ou IFN-y (50U/mL) ou LPS (20ug/mL), considerado como um
controle positivo da ativagao de neutréfilos para expressao desses receptores.
Apds 18 horas, as culturas foram incubadas por 4 horas somente com meio de
cultura ou desafiadas com suspensdo de Pb18 na concentracdo de 4x10*
fungos/mL de meio de cultura contendo 10% de soro autdlogo (relagéo fungo
neutréfilo de 1:50) Apos esse periodo, as células foram transferidas para tubos
Falcon para citdmetro (BD - Becton, Dickinson and Company) e centrifugadas a
1250 rpm por 10 minutos a 4°C. Apos centrifugacdo, as células foram
ressuspensas em 1mL de solugdo eletrolitica (ISOTON IlI). Em seguida, as
células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-TLR4 conjugado com
PE (ficoeritrina) e com anti-TLR2 conjugado com FITC (isotiocianato de



fluoresceina) durante 15 minutos. Para cada teste foi feito um tubo controle no
qual as células foram incubadas com anticorpos de controle isotipico marcados
com os respectivos fluorocromos dos testes. As células foram centrifugadas por
10 minutos a 1500 rpm para lavagem e ressuspensas em 1mL de ISOTON Il e
fixadas com 50uL de solucdo de fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD -

Becton, Dickinson and Company) e analisadas por citometria de fluxo.

5.5- Bloqueio de TLR2 e TLR4

Culturas de neutréfilos humanos foram incubadas com meio de cultura ou
GM-CSF, IL-15, TNF-o. ou IFN-y por 18 horas. Apds esse periodo, foram
tratadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 ou anti-TLR4 por 1 hora
(0.5ug/10° células) e posteriormente desafiadas com 4x10* fungos/mL de meio
de cultura contendo 10% de soro autélogo (relacado fungo neutréfilo de 1:50)
por 4 horas a 37°C, em atmosfera constante de 5% de CO, e testadas em
relacdo a atividade fungicida. Protocolo semelhante foi utilizado para os
ensaios de avaliacdo da participagdo de TLR2 e TLR4 sobre a producéo de
citocinas e H,O,, com exce¢ao de que nos ensaios de citocinas, além da pré-
ativacdo com, GM-CSF, IL-15, TNF-o. ou IFN-y as células foram pré-incubadas
com LPS 20ug/ml. Nos ensaios de H;O,, as culturas foram desafiadas com
suspens3o de Pb18 (4X10* fungos/mL; relagdo fungo/neutrofilo de 1:50) diluida

em tampéao de vermelho fenol.

5.5.1- Avaliagao da atividade fungicida

Apds o periodo de desafio com o fungo por 4h, as culturas foram
submetidas a diversas lavagens com agua destilada. Este processo permitiu
que os neutréfilos fossem removidos e lisados, com consequlente liberagdo dos
fungos que foram fagocitados. As suspensdes obtidas foram consideradas
como culturas experimentais. O mesmo procedimento foi realizado com
culturas contendo apenas as suspensdes do fungo, que foram consideradas
como culturas controle.

Ao final do processo, o material obtido, a partir das lavagens com agua
destilada resultaram em um volume de 2mL. Essas suspensdes, contendo fungos

vidveis ou ndo foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 20



segundos, seguida de plagueamento em ftriplicatas em placas (100uL/placa)
contendo meio de cultura BHI-agar (OXOID LTD. England), na concentragdo de
47g/L, acrescido de 4% de soro de cavalo, 50ug/mL de gentamicina e 5% de
extrato aquoso. O extrato aquoso foi preparado segundo o método de Kurita et
al.®®, a partir de filtrado de culturas leveduriformes do fungo (cepa 192), cultivadas
em meio GPY a 37°C e com agitacdo (120 rpm) durante 7 dias. A atividade
fungicida foi detectada através da contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC) ap6s 10 dias de semeadura e calculada através da seguinte

formula:

AF =[1-(média das UFC das culturas experimentais/ média das UFC das

culturas controles)] x 100

5.5.2- Avaliagao da producao de H,0,

A producéo de H,0; foi determinada segundo o método descrito por Pick
e Keisari em 1980'%, e adaptado por Pick e Mizel em 1981'%". Assim como
descrito no item 5.5, as culturas foram desafiadas com suspensao de Pb18
(4X10* fungos/mL; relagdo fungo/neutréfilo de 1:50) diluida em vermelho fenol
contendo 140Mm de NaCl; 10Mm de tampé&o de fosfato pH 7; 5,5Mm de
dextrose; 0,56Mm de vermelho fenol; 0,01mg/mL de peroxidade de raiz forte
tipo Il (Sigma), e 10% de soro autdlogo fresco. Ap6s 4 horas a reacgdo foi
interrompida pela adicdo de 0,01mL de NaOH 1N. As amostras foram
ensaiadas em ftriplicatas e a absorbéancia foi determinada em leitor automatico
de ELISA, com filtro de 620nm, contra um branco constituido por solugéo
vermelho fenol de NaOH a 1N. Os resultados das dosagens de H,O, foram
expressos em nanomoles de H,0./2x10° células, a partir de curva-padrdo
estabelecida em cada ensaio, constituida de concentracbes molares
conhecidas de H,O, em tampéo vermelho fenol. A curva foi realizada com
concentragdes de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 e 8.0nm de H,0..



5.5.3- Dosagem de citocinas

Apobs o desafio com o fungo (item 5.5) a quantificacdo de TNF-q, IL-6, IL-
8 e IL-10 nos sobrenadantes das culturas de neutréfilos foi realizada por
ELISA, utilizando-se Kit Duo Set (R&D Systems), seguindo instrugdes do

fabricante.

5.6- Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Graphpad
Instat San Diego, California — USA'%2. Diferencas significativas entre os diversos
grupos foram determinadas pelo teste de Analise de Variancia para amostras
dependentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlagbes Multiplas de
Tukey-Kramer, assumindo como verdadeira cada hipotese em que a

probabilidade de erro for menor que 5% (p < 0,05).



6. RESULTADOS

6.1- Expressdo de TLR2 e TLR4

Nas Figuras 1 A e 1B, sdo mostrados os resultados referentes a
expressdo de TLR2 e TLR4 na superficie de neutréfilos ndo ativados ou ativados
com GM-CSF, IL-15, TNF-a, IFN-y ou LPS e desafiados ou ndo com Pb18.
Neutrofilos ndo ativados e ndo desafiados expressaram baixos niveis de TLR2
que aumentaram apds ativacdo com as citocinas ou LPS, embora diferencas
estatisticamente significativas tenham sido detectadas somente apo6s ativagéo
com GM-CSF, IL-15 e IFN-y. Apos o desafio com o fungo, todas as culturas
apresentaram um aumento nos niveis de TLR2 quando comparados aos
apresentados pelas culturas ndo desafiadas. Em relacédo ao TLR4, as células
nao desafiadas mostraram um perfil de resposta semelhante ao detectado para
a expressao de TLR2, isto é, células ativadas com os diferentes estimulos
expressaram niveis significativamente maiores do receptor quando
comparados aos detectados para as células nao ativadas. No entanto, apds o
desafio com o fungo, niveis menores do receptor foram expressos em todas as
culturas em comparacéo as nao desafiadas.

Em conjunto, os resultados mostram que tanto as citocinas como o
LPS modularam positivamente a expresséo de TLR2 e TLR4 pelos neutrofilos.
No entanto, a modulagéo pelo fungo mostrou-se diferente em relagéo aos dois
receptores. Apos o desafio, um efeito aditivo ao estimulo das citocinas foi
detectado para o TLR2, enquanto que ao contrario, um efeito inibitério ocorreu
em relacédo ao TLR4. A analise de expressdo desses dois receptores mostra
ainda que em todas as culturas os niveis de expressao de TLR2 foram sempre

menores do que os de TLR4.
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6.2- Participagdo de TLR2 e TLR4 na atividade fungicida

Uma vez demonstrado que tanto as citocinas como o fungo modulam
a expressao de TLR2 e TLR4 em neutréfilos, realizamos experimentos com o
objetivo de avaliar o papel desses dois receptores na atividade fungicida destas
células. Esses experimentos foram realizados comparando este parametro
antes e apdés o bloqueio de TLR2 ou TLR4 com anticorpos monoclonais
especificos. Experimentos paralelos confirmaram a inibicdo da expressédo dos
receptores apos os bloqueios (dados ndo mostrados). Os resultados referentes
a atividade fungicida sdo mostrados na Figura 2. Podemos observar que as
células nao ativadas apresentam uma baixa atividade fungicida contra o Pb18.
No entanto, essa atividade foi significativamente maior apds a ativacdo das
células com GM-CSF, IL-15, TNFa ou IFN-y. No entanto, esse perfil de
resposta nao foi alterado quando as células foram bloqueadas com anti TLR2
ou anti TLR4, mostrando a n&o participacdo desses receptores na atividade

fungicida de neutréfilos ativados contra o Pb18.
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6.3- Participacao de TLR2 e TLR4 na producao de H,0;

Nas Figuras 3A a 3D sao mostrados os resultados referentes a
ativacdo com GM-CSF, IL-15, TNF-a e IFN-y, respectivamente. A analise
conjunta desses resultados mostra um padrdo de resposta bastante
semelhante entre as citocinas testadas. Neutréfilos ndo ativados e nao
desafiados liberaram niveis substanciais de H,O, que aumentaram apds o
desafio com o fungo (dados n&o significativos estatisticamente). Niveis
significativamente aumentados foram detectados apds a ativagdo com as
diferentes citocinas e principalmente apds a ativagdo e desafio com o fungo.
Assim, os maiores niveis de H,O, foram liberados ap6s a pré-incubagéo das
células com cada uma das citocinas e posterior desafio com o fungo,
mostrando um efeito aditivo dos 2 estimulos. De forma semelhante ao
detectado para atividade fungicida esse padrdo de resposta ndo foi alterado
apos o bloqueio de TLR2 ou TLR4, o que descarta o envolvimento desses

receptores na producao desse metabdlito.
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6.4- Participacao de TLR2 e TLR4 na produc¢ao de TNF-o, IL-6, IL-8 e IL-10

Nao foram detectados niveis significativos de TNF-a ou IL-6 em
nenhuma das culturas testadas. Assim, serdo mostrados os resultados
referentes a deteccéo de IL-8 (Figuras 4A a 4E) e IL-10 (Figuras 5A a 5E). Na
Figura 4A podemos analisar os resultados referentes aos ensaios com GM-
CSF. Células nado ativadas e nao desafiadas nao liberaram IL-8, que foi
detectada somente apdés o desafio com o fungo. Niveis significativamente
maiores em relagdo ao desafio com o fungo foram detectados apds a ativacéo
com GM-CSF e principalmente ap6s ativagao e desafio com o fungo. Um perfil
de resposta diferente foi detectado nos ensaios com IL-15 (Figura 4B), uma vez
que as culturas ativadas com essa citocina nao liberaram niveis
significativamente aumentados de IL-8. Esses niveis foram observados
somente nas culturas desafiadas com o fungo ou ativadas e desafiadas. Nas
culturas testadas com TNF-a (Figura 4C) voltamos a detectar um perfil de
resposta semelhante ao GM-CSF com a qual observamos um efeito tanto da
citocina como do fungo sobre a produgdo de IL-8. No entanto, de forma
diferente ao detectado para o GM-CSF, nédo observamos um efeito aditivo do
fungo a resposta do TNF-a, uma vez que os niveis liberados apés ativagado com
TNF-a e posterior desafio, foram semelhantes aos detectados somente pela
ativagdo. As culturas testadas com LPS mostram um perfil semelhante ao do
GM-CSF, isto é, tanto o fungo como o LPS estimulam as células a produzirem
IL-8, havendo um efeito aditivo desses dois estimulos. Os ensaios com |IFN-y
mostram uma total incapacidade dessa citocina estimular as células a
produzirem IL-8, uma vez que niveis significativos estiveram associados
somente ao estimulo com o fungo. Juntos, os resultados sugerem que o Pb18,
as citocinas GM-CSF, TNF-a e o LPS modulam positivamente a producao de
IL-8 por neutrofilos, enquanto a IL-15 e o IFN-y n&o apresentam tal efeito. Na
analise de todos os resultados referentes a dosagem de IL-8 chama a atencéo
que os niveis dessa citocina tendem a diminuir nas culturas tratadas com anti-
TLR2 e principalmente anti-TLR4, com a qual em varias culturas, as diferencas

sdo estatisticamente significativas, mostrando uma possivel participagao



desses receptores na capacidade dos neutréfilos produzirem IL-8 em resposta
aos estimulos testados.

Nas Figuras 5A a 5E podem ser analisados os resultados referentes
a dosagem de IL-10. Na Figura 5A observamos que as células ndo ativadas e
nao desafiadas liberam baixos niveis da citocina que, no entanto, aumentaram
discretamente apdés a ativacdo com GM-CSF. Ao contrario, um aumento
significativo foi detectado apds o desafio com o fungo ou ativagdo com GM-
CSF e desafio. Um perfil de resposta bastante semelhante foi detectado nos
ensaios com LPS e as outras citocinas (Figuras 5B a 5E: experimentos com IL-
15, TNF-a, IFN-y e LPS, respectivamente). Juntos, os resultados sugerem que
ativacao com as diferentes citocinas néo resulta em aumento significativo da
produgédo de IL-10 por neutréfilos, uma vez que os niveis significamente
aumentados estiveram associados somente ao desafio com o fungo. Chama a
atencao, que os niveis de IL-10 tendem a diminuir nas culturas tratadas com
anti-TLR2 e principalmente com anti-TLR4, mostrando uma possivel

participacéo desses receptores na producéo dessa citocina.
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7. DISCUSSAO

Na paracoccidioidomicose, alguns trabalhos tém refor¢cado a idéia de
que os neutréfilos exercem um importante papel efetor principalmente durante
os estagios iniciais da infecgdo, uma vez que essas células desempenham
atividade fungicida ou fungistatica eficiente apds ativacéo por varias citocinas®"
53-54.

Tradicionalmente, trabalhos da literatura mostram claramente que as
fungdes dos neutrdfilos, incluindo as antimicrobicidas podem ser reguladas por
citocinas pr6 e anti-inflamatérias. Apesar dos mecanismos celulares e
moleculares desse processo nao estarem completamente entendidos,
trabalhos nos ultimos anos tem mostrado de forma bastante consistente o
envolvimento dos TLRs. No entanto, na paracoccidioidomicose nao existem
trabalhos como o objetivo de avaliar o papel desses receptores nas fung¢des
antifungicas das células fagocitarias, particularmente as relacionadas aos
neutréfilos humanos.

Neste contexto, objetivamos no presente trabalho avaliar o papel do
Pb18 e ou das principais citocinas ativadoras de neutréfilos na modulagéo da
expressdao de TLR2 e TLR4 por essas células. Adicionalmente tivemos
interesse em avaliar se esse processo interfere nas fungdes antifungicas
dessas células. Os resultados mostraram que as citocinas GM-CSF, IL-15,
TNF-o e IFN-y modularam positivamente a expressdo de TLR2 e TLR4 pelos
neutréfilos. No entanto, a modulagdo pelo fungo mostrou-se diferente em
relacdo aos dois receptores. Apos o desafio, um efeito aditivo ao estimulo das
citocinas foi detectado para o TLR2, enquanto que ao contrario, um processo
de inibigdo ocorreu em relagdo ao TLR4. Em relagdo ao TLR2, os resultados
podem ser interpretados como uma capacidade tanto das citocinas como do
fungo de estimular a expresséo desse receptor. Em relacdo ao TLR4, estamos
hipotetizando que esse receptor poderia ser utilizado pelo fungo para a sua
entrada na célula, o que explicaria a diminuicdo da sua expresséo apos o
desafio.

Apesar dos trabalhos na literatura serem bastante discrepantes em
relacdo a modulacdo da expressdo dos TLRs em neutréfilos, em conjunto, os
resultados obtidos no presente trabalho encontram suporte na literatura,



particularmente em relagdo a capacidade dos neutréfilos expressarem os dois
receptores e a modulacdo dos mesmos por citocinas. Trabalhos iniciais
mostraram que os neutréfilos humanos expressam TLR2, TLR4 e TLR5, mas
ndao TLR3 e que essa expressdo pode ser aumentada por LPS,
lipoarabinomanana ou citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF-a e diminuida
por citocinas anti-inflamatérias como a IL-10%. Outros estudos demonstraram
que essa células expressam os TLRs de 1 a 10, com exceg¢do do 3. Os
resultados mostraram ainda que embora o GM-CSF aumente a expressao e as
funcbes mediadas por todos os TLRs estudados, a agdo dessa citocina
mostrou-se mais acentuada em relacdo a TLR2 e TLR9. O’ Mahony et al*’
demonstraram que a expressdo constitutiva de TLR2, TLR4 e TLR9 em
neutréfilos € semelhante aquela detectada em mondcitos, enquanto que a
expressao de TLR5 é menor. Os autores ainda demonstraram que além do
GM-CSF, o IFN-y € um importante indutor da expressédo de TLR2 e TLR4
nessas células. Em relacdo ao mecanismo de ligagdo do fungo ao TLR4 para
entrada na célula, estudos recentes corroboram nossos achados. Calich et al76,
usando camundongos TLR4 deficientes e nocautes para TLR2 mostraram que
tanto o TLR2 como o TLR4 estao envolvidos no reconhecimento do fungo.

Uma vez estabelecida a capacidade das citocinas e ou o Pb18 de
modularem a expressdao de TLR2 e TLR4, realizamos experimentos para
avaliar uma possivel associagcédo entre essa modulagao e algumas atividades
neutrofilicas como atividade fungicida, producédo de H,O, e liberacdo de
citocinas. Alguns resultados detectados nesses ensaios reforcam achados
anteriores no nosso laboratorio, que mostraram a capacidade das citocinas
GM-CSF, IL-15, TNF-a e IFN-y em ativarem neutrofilos humanos para uma
maior liberacdo de H,O, e aumento na atividade fungicida®°* '%. No entanto,
no presente trabalho fica claro que a modulacdo de TLR2 e TLR4 por essas
citocinas e ou o Pb18 ndo estiveram associadas as fun¢des dos neutrofilos
como atividade fungicida e produ¢ao de metabdlitos do oxigénio, uma vez que
o0 bloqueio tanto de TLR2 como de TLR4 n&o resultou em alteracdes
importantes nessas fungoes.

Esses achados encontram algum suporte na literatura no sentido de

que estudos tém mostrado que a glicoroxilomanana (GXM), o principal



componente da capsula do C. neoformans, tem capacidade de se ligar as
células via CD14 e TLR4. No entanto, esse processo resulta em uma ativagéo
incompleta dessas células, com conseqiiente producdo inadequada de TNF-

74

o’*. Yauch et al®

, demonstraram que embora a GXM seja um ligante
importante para TLR2, TLR4 e CD14, esse receptores tém uma participacao
minima na resposta a infeccdo pelo C. neoformans, quando comparada a
desempenhada pela molécula MyD88. Da mesma forma, Netea et al’’,
mostraram que apesar do TLR4 desempenhar um importante papel na
protecédo de camundongos contra a candidiase disseminada, nao foi detectada
uma associacao entre esses receptores e 0s mecanismos envolvidos na morte
fungica, como producao de 6xido nitrico e anion superoxido. Nossos resultados
também concordam com o papel desses receptores na infecgéo in vivo com o
P. brasiliensis, uma vez que, apesar do reconhecimento do fungo via TLR2 e
TLR4 resultar em um aumento da capacidade fagocitica com infeccdo de
macréfagos e secrecéo de NO, esse processo parece nao levar a uma eficiente
atividade macrofagica e diminuigdo significativa da carga fungica, pois tanto
animais normais quanto os deficientes apresentaram a mesma taxa de
sobrevida & infeccdo’®.

O nao envolvimento do TLR2 e TLR4 nas atividades antifungicas
efetoras diretas de neutrofilos humanos, leva-nos a questionar sobre a
participacdo de outros receptores nesse processo. Alguns trabalhos tém
mostrado a importancia dos receptores de manose na ingestdo do P.

brasiliensis pelas células fagociticas'®*"%

, assim como do receptor para o
componente C3 do sistema complemento (CR3)'"'®. No entanto, no caso de
neutréfilos humanos podemos descartar a participagdo dos receptores para
manose, uma vez que além dos TLRs, tem sido mostrada a presenca de
alguns receptores na superficie dos neutrofilos como CR3, dectin-1, mas nao
do receptor de manose'®. Assim, podemos discutir a possivel participagdo do
CR3 e do dectin-1. Em relacao a este ultimo, estudos tém demonstrado o seu
envolvimento na atividade fungicida de neutréfilos humanos contra C.
albicans'°. Estudos em nosso laboratério estdo sendo conduzidos para avaliar
a participacdo tanto de CR3 como dectin-1 na resposta de neutréfilos ao

P.brasiliensis.



No presente trabalho, ao contrario do detectado para os mecanismos
de destruicdo do fungo, observamos algumas associag¢des importantes entre a
modulacao da expressao de TLR2 eTLR4 e a producgéo de citocinas como IL-
10 e IL-8. De inicio, objetivamos avaliar os niveis das citocinas IL-8, TNF-a ,IL-
6 e IL-10. No entanto, em nenhuma das culturas avaliadas detectamos niveis
de TNF-a ou IL-6. A incapacidade dos neutrofilos produzirem IL-6 pode ser

esperada uma vez que Bazzoni et al'"’

mostraram que nao ha evidéncia da
expressado do gene para IL-6 em PMNs, apds fagocitose de leveduras
opsonizadas por IgG ou ativacdo com LPS. Adicionalmente, outros trabalhos
mostram a nao detecgdo de mRNA e liberagdo de IL-6 mesmo por neutréfilos
obtidos de tecido inflamado'"?.

No entanto, varios outros trabalhos mostram evidéncia da produgéo
de IL-6 por essas células, em resposta ao LPS'"*""°_ Adicionalmente, Cicco et
al'"® demonstraram que além da expressdo de mRNA e liberacdo de IL-6 por
PMN ativados com LPS, essas células produzem essa citocina em resposta a
GM-CSF, TNF-o e PMA e alguns microrganismos como Listeria

"7 & C. neoformans™'®,

monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia colii
Um ponto importante de discussdo é a possibilidade da liberacdo dessa
citocina ter ocorrido por mondcitos, devido a contaminagdo da cultura de
neutréfilos por essas células. Uma vez que a nossa metodologia permite o
isolamento de uma populagdo bastante purificada de neutréfilos (98%),
acreditamos realmente na incapacidade dessas células produzirem IL-6.
Nossos resultados mostrando que neutréfilos ndo liberaram TNF-a
em resposta as citocinas ativadoras, LPS ou ao fungo ndo concordam com o0s
da literatura uma vez que Lindemann et al''®, demonstraram pela primeira vez
que neutréfilos humanos expressam mRNA para TNF-o, ap6s estimulagdo com
GM-CSF. No entanto, esses autores ndo detectaram atividade dessa citocina
no sobrenadante de células estimuladas. Resultados posteriores também
demonstraram baixos niveis dessa citocina nos sobrenadantes de cultura de
neutréfilos incubados simultaneamente com LPS e IFN-y. Outros estudos
demonstraram que essas células sao capazes tanto de sintetizar como secretar
essa citocina somente quando ativadas com LPS'"® 2. Neutréfilos purificados
respondem ao LPS complexado a proteina ligante de LPS sérica liberando



TNF-o. por um mecanismo dependente dessa molécula'’. Adicionalmente, foi
demonstrado que PMNs expressam mRNA e secretam TNF-o em resposta a
particulas de leveduras opsonizadas por IgG, sendo essa produgéo
significativamente maior que a induzida pelo LPS'"".

Os neutrdfilos ainda liberam TNF-o. em resposta a Staphyloccoccus
aureus'®, assim como expressam mMRNA e secretam essa citocina em

resposta a L. monocytogenes, Y. enterocolitca e E. coli''" %,

Niveis
significativos de TNF-a também sdo detectados apdés a incubagcdo de
neutréfilos com eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum'®, C.

neoformans e sua porcdo polissacaridica'

e C. albicans e sua fragéo
manoproteica'®,

Uma possivel explicagdo para os nossos resultados seria o periodo
de coleta dos sobrenadantes de culturas, que foi de no minimo 18 horas. Esse
periodo poderia ter sido tardio para a detec¢do dessa citocina que é uma das
primeiras citocinas pré-inflamatérias a serem liberadas ap6s exposicédo das
células a um determinado estimulo.

Resultados diferentes foram obtidos na avaliagdo de IL-8 e IL-10.
Neste caso tanto o fungo como o LPS e as citocinas GM-CSF e TNF-a
estimularam os neutréfilos a liberarem IL-8. Adicionalmente, os resultados
sugeriram uma participacdo de TLR2 e principalmente TLR4 nesse processo.
Estes resultados concordam com a literatura no sentido de que a IL-8 é a
citocina produzida em maior concentracdo pelos neutréfilos. Trabalhos tém
detectado a producéo e liberagédo dessa citocina por essas células em resposta
ao LPS'?%'2" ¢ também por leveduras opsonizadas por IgG'?’. Outros trabalhos
mostram que a producao de IL-8 por neutréfilos também pode ser induzida por
varias citocinas como TNF-o'?% 12810 GM-CSF™%132 ¢ |L-1%* 13313 Qg
neutréfilos ainda secretam essa citocina apds fagocitose com L.
monocytogenes, Y. enterocolitica'’, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epidermidis'®, M.
tuberculosis, ou com o seu componente de parede a lipoarabinomanana'®. Os
neutréfilos também produzem IL-8 quando em contato com alguns virus como
o Epstein-barr (EBV)'*°. No que se refere aos fungos, neutréfilos secretam IL-8
em resposta a C. neoformans, ou a GXM o principal polissacarideo capsular



desse fungo. Adicionalmente, a pré-incubac¢ao dos neutroéfilos com zimosan, C.
albicans ou fragdo manoproteica desse microorganismo (MP-F2) aumentou
significativamente os niveis de IL-8 nos sobrenadantes de culturas dessas
Cé|U|aS44' 125, 141_

Em relagédo a IL-10, nossos resultados mostraram que neutrofilos
nao ativados e ndo desafiados produzem niveis basais dessa citocina, que néo
aumentam apo6s a ativacao com as diferentes citocinas e o LPS. No entanto,
ap6s o desafio com o fungo o nivel dessa citocina aumenta significativamente e
esse aumento esteve associado a expressdo dos receptores TLR2 e
principalmente TLR4. A produgéo de IL-10 por neutrofilos em resposta ao
Pb18, difere da literatura mostrando que neutréfilos humanos n&o expressam
RNA e nao secretam IL-10 em resposta a varios estimulos como LPS ou LPS
associado a TNF-o, IFN-y, GM-CSF, PMA, zimosan opsonizadas ou né&o,
leucotrienos e outros ' 142144,

O envolvimento de TLR2 e TLR4 na producgéao de IL-8 e IL-10 pelos
neutréfilos concorda com outros estudos que mostram o papel desses
receptores na produgéo de citocinas pelas células fagocitarias em resposta a
varios estimulos, incluindo fungos. Nesse sentido, tém sido demonstrado que o
TLR4 participa dos mecanismos de protecdo de camundongos contra C.
albicans, via seu envolvimento com a producdo de quimiocinas como KC e
MIP-2, importantes para o influxo de neutréfilos’””. Da mesma forma, o TLR2
esta envolvido na producéo de TNF-a e MIP-2% e IL-12 e IFN-}*'. O TLR2 na
candidiase experimental parece estar envolvido com a producgéo de IL-10. Na
paracoccidioidomicose. Ferreira et al®? relataram que em animais suscetiveis
ao fungo, ocorre uma inducao de células regulatérias que produzem IL-10 e
que é dependente de ligagao ao TLR2.

Em conjunto, nossos resultados permitem sugerir que o Pb18
aumenta a expressao de TLR2 e utiliza-se do TLR4 para ser reconhecido e
penetrar nos neutrofilos. No entanto, esse processo néo resulta em aumento da
atividade antifungica direta dessas células. Por outro lado sugerem que esses
receptores podem mediar a producgéo de IL-10 e IL-8 por essas células.

Na paracoccidioidomicose, como ocorre para outras infecgdes, a
producdo de IL-10 por mondcitos e outras células em resposta ao P.

brasiliensis tem sido considerada como um mecanismo de escape do fungo da



resposta imune do hospedeiro. Essa citocina €& encontrada em altas
concentracdes no soro™® e em sobrenadantes de culturas de células

144145 Adicionalmente,

mononucleares do sangue periférico de pacientes
monocitos de pacientes com paracoccidioidomicose liberam espontaneamente
altas concentragdes dessa citocina in vitro™®. Em modelo experimental da
micose 0s animais suscetiveis produzem maiores niveis de IL-10 quando
comparados aos resistentes®. Trabalhos em nosso laboratério tém
demonstrado que essa citocina inibe a atividade fungicida in vitro de monécitos
e neutréfilos humanos ativados com TNF-o ou IFN-y respectivamente® 47

Dentro deste contexto, podemos discutir que o TLR2 e
principalmente o TLR4 sdo usados pelo P. brasiliensis para entrar nos
neutréfilos e possivelmente em outras células fagocitarias, para escapar das
funcbes efetoras dessas células. Um desses mecanismos de escape
envolveria a producao de IL-10. No entanto, ndo podemos descartar a atuagao
da IL-10 como um mecanismo de prote¢do, no sentido de controlar a resposta
inflamatoria excessiva produzida pelas citocinas ativadoras. Em trabalho
recente foi demonstrada a participagdo de TLR2, TLR4 e dectin-1 no
reconhecimento e internalizagdo do P. brasiliensis com consequente ativagéo
das funcgbes de neutrofilos. No entanto, a cepa menos virulenta do fungo foi
reconhecida preferencialmente por TLR2 e dectin-1, com produgéo balanceada
de TNF-a e IL-10. Por outro lado, a cepa mais virulenta induziu somente a
produgéo de TNF-a. Os autores discutem que a cepa menos virulenta através
da producédo de IL-10 induziria uma resposta mais controlada, benéfica para o
hospedeiro™®.

Em relagdo & IL-8 trabalhos em nosso laboratério'® mostraram que
essa citocina esta envolvida em um processo anti-apoptético dos neutréfilos,
resultando em um atraso da morte dessas células, processo que poderia
favorecer a sobrevivéncia do fungo intracelularmente. Adicionalmente, estudos
mostraram o envolvimento do TLR4 na inibicdo da apoptose de neutréfilos, via
producdo de IL-8"%"" Dentro deste contexto, podemos considerar que a
inducdo da producéo de IL-8 é via TLR2 e principalmente TLR4, da mesma
forma que a producdo de IL-10, pode ser considerada como um provavel
mecanismo de escape das fung¢des dos neutrofilos.



Em conjunto, os resultados sugerem que a interacdo do Pb18 com
neutréfilos humanos via TLR2 e TLR4 pode ser considerada como um
mecanismo de patogenicidade do fungo. Estudos futuros devem ser realizados

com o objetivo de elucidar melhor esses mecanismos.



8. CONCLUSOES

8.1. As citocinas GM-CSF, IL-15, TNF-a e IFN-y aumentaram a expresséo de
TLR2 e TLR4 por neutréfilos humanos.

8.2. O Pb18 aumentou a expressado de TLR2, exercendo um efeito aditivo ao
das citocinas. Ao contrario, o Pb18 inibiu a expressdao de TLR4 por essas

células.

8.3. As citocinas GM-CSF, IL-15, TNF-o e IFN-y aumentaram a atividade
fungicida de neutréfilos humanos contra o Pb18. No entanto, esse aumento ndo
esteve associado a modulagéo de TLR2 e TLR4, induzida por essas citocinas

e/ou pelo fungo.

8.4. As citocinas GM-CSF, IL-15, TNF-a e IFN-y aumentaram a liberacéo de
H,O, por neutréfilos humanos. O Pb18 aumentou a expressdo desse
metabdlito, exercendo um efeito aditivo ao das citocinas. No entanto, esse
processo nao resultou da modulagdo de TLR2 e TLR4 por essas citocinas e/ou

fungo.
8.5. A ativacéo dos neutrofilos com GM-CSF e TNF-o resultou em um aumento
significativo na produgéo de IL-8. Ao contrario, essa citocina ndo foi detectada

apos ativagéo com IL-15 e IFN-y.

8.6. A ativacdo dos neutréfilos com todas as citocinas n&o resultou em um

aumento significativo na producéo de IL-10.

8.7. O Pb18 estimulou as células a produzirem tanto IL-8, como IL-10.

8.8. O efeito das citocinas e do Pb18 sobre a produgdo de IL-8 e IL-10
envolveu a participacéo de TLR2 e principalmente TLR4.
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