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Resumo

A cromoblastomicose € uma micose cronica, supurativa e granulomatosa desenvolvida
no tecido cutdneo e subcutaneo, causada por varios fungos dematidceos sendo o
Fonsecaea pedrosoi, o principal fungo isolado de pacientes acometidos por esta doenca.
A parede celular deste fungo ¢ composta pelas fracoes F1 (B-1-3- glicana e quitina) e F2
(0-1-3-glicana e melanina), sendo importantes estruturas de reconhecimento pelo
hospedeiro. Os eventos iniciais da ativagao das células da resposta imune inata apos a
interacdo com o patdégeno tem despertado grande interesse. Na resposta imune ao F.
pedrosoi os macrofagos tém um papel fundamental no curso da infecg¢do, pois estdo
envolvidas no desenvolvimento da resposta inflamatoria granulomatosa e nos
mecanismos microbicidas. Para que essas células produzam intermediarios reativos
microbicidas ¢ necessario que sejam ativados, no curso da cromoblastomicose, F.
pedrosoi ¢ capaz de modular a ativagdo dos macrofagos, tornando-os apenas
fungistatico. Uma forma de avaliar o padrdo de ativagdo dos macrofagos, apos contato
com o patdogeno, € analisar a expressao de genes envolvidos no reconhecimento, adesao
do fungo e na producdo de citocinas. Considerando que o perfil da expressao génica de
macréfagos apos a interacdo com F. pedrosoi até o momento ndo foi analisado, o
objetivo deste trabalho foi definir o padrao de expressao dos genes (ltga5, Clec2, Cdl4,
Tir2, Tlr4, Myd8S8, Nfikb, Nkrf e Tnf-a ) envolvidos nas etapas iniciais de interagao
(30min, 1h, 3h, 6h e 24h) com o fungo ou seus componentes de parede isolados.
Quando analisamos a modulagdo da expressao de genes pela interacdo entre macroéfagos
e os conidios, os resultados demonstram que houve o aumento no nimero de transcritos
do gene Tlr4 e Myd88 (em 30min) e Cdl4 e Tir2 (em 6h), embora os transcritos dos
genes que participam da ativagdo da via de sinalizacdo do NF-«B (Nf«B, Tnf-a. e Nkrf)
nao tenham sido detectados. Quando analisamos a interagcdo entre macrofagos e a fracao
F1 de F. pedrosoi, vimos que houve aumento do nimero de transcritos nos genes Cd/4,
Tlr2, NfkB e Tnf-a (em 6h) e repressdo para o gene Nkrf, apontando para uma
sinalizacdo da via de NF-«xB, sendo possivel sugerir que a interagdo entre o macrofago e
essa fracdo pode modular a ativacdo dessa célula. Para a interagdo entre macrofagos e a
fracdo F2, o tempo mais expressivo também foi de 6h, quando houve aumento no
numero de transcritos dos genes Clec-2, NfkB e Tnf-o, com repressao do gene Nkrf,
sugerindo que essa fracdo parece modular a resposta do macrofago ao fungo, através do
inducdo de transcritos do gene Clec-2 inicialmente. Os resultados sugerem que os
componentes de parede celular do fungo F. pedrosoi apds interagirem com macrofagos
sao capazes de modular os genes destas células, aumentando a capacidade destas células
de reconhecer os componentes da parede celular do fungo, com subseqiientes mudancas
funcionais, que a tornam incapaz de eliminar esse fungo.

Palavras-chaves: Cromoblastomicose, Fonsecaea pedrosoi, macrofagos, expressao
génica, fracdo F1 e F2 de parede celular de F. pedrosoi.

XVI



Abstract

The chromoblastomycosis is a chronic, suppurative and granulomatous mycosis that
affects the skin and subcutaneous tissue and is caused by various different dematiaceous
fungi. Fonsecaea pedrosoi is the main fungus isolated from patients suffering from this
disorder. The cell wall of this fungus is composed by two fractions — the F1 fraction (-
1-3-glucan and chitin) and the F2 fraction (a-1-3-glucan and melanin). These structures
are important in the recognition of the fungus by the host immune system. Macrophages
play a key role in the initial events of the innate immune reaction to this pathogen since
they are involved in the developmental of a granulomatous inflammatory response and
bactericidal activity. The macrophage microbicidal activity depends on reactive
intermediates that need to be activated during the course of chromoblastomycosis.
However, F. Pedrosoi is capable to modulate the activation of the macrophages
reducing their activity only to fungistatic. The analysis of the expression of the genes
involved in the recognition and adhesion of the fungus and the production of cytokines
1S a way to assess the pattern of activation of macrophages after their contact with the
pathogen. The gene expression profile of the macrophages after their interaction with F.
pedrosoi has not been analyzed so far. Consequently the aim of the present study was to
define the expression pattern of the genes (ltgas, Clec2, Cd14, Tlr2, Tlr4, Myd88, Nf«b,
Nxrf and 7nf-a) involved in the initial stages of interaction of the macrophage with the
fungus or the distinct components of its wall (at 30min, 1h, 3h, 6h and 24h). The
analysis of the modulation genes expression caused by the interaction between
macrophages and conidia disclosed an increase in the number of transcripts 7/r4 and
Myd88 (at 30min) and of Cdl4 and TIlr2 (at 6h), although transcripts of genes
participating in the activation of the signaling pathway of NF-xB (Nf«kb, Tnf-o. and Nxkrf)
could not been detected. In addition, the analysis of the interaction between
macrophages and the fraction F1 of F. pedrosoi showed an increased in transcripts of
the genes Cd14, Tlr2, Nfkb and Tnf-o. (at 6h) and inhibition of the gene Nkrf, pointing to
a signaling pathway of NF-xB, which suggests that the interaction between this fraction
and the macrophage can modulate the activation of this cell. The analysis of the
interaction between macrophages and the fraction F1 of F. pedrosoi, disclosed an
increased numbers of transcribed genes Cdl4, Tlr2, Nfkb and Tnf-a (at 6h) and
repression of the gene Nkrf, pointing to a signaling pathway of NF-xB, which might
suggest that the interaction between this fraction and the macrophage can modulate the
activation of this cell. In considering the interaction between macrophages and the
fraction F2 the time with more expression was also at 6 hours when an increase in the
number of transcripts of the genes Clec-2, Nfkb and Tnf-a was detected, with
simultaneous repression of the Nkrf gene, which suggests that this fraction apparently
initially modulate the macrophage response to the fungus through the induction of the
gene transcript Clec-2. These results suggest that components of the fungal cell wall of
F. pedrosoi, after interacting with macrophages are able to modulate the genes of these
cells, increasing their capacity to recognize the components of the fungal cell wall, with
subsequent functional changes, which result in their inability to eliminate the fungus.

Keywords: chromoblastomycosis, Fonsecaea pedrosoi, macrophages, gene express, F1
and F2 fraction of the cell wall of F. pedrosoi.
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1.Introducao

1.1. Cromoblastomicose e Fonsecaea pedrosoi

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose cronica, supurativa e granulomatosa
desenvolvida no tecido cutdneo e subcutineo, causada por varios fungos dematidceos
sendo o Fonsecaea pedrosoi, seu principal agente etiologico (GIMENES et al, 2006,
MARQUES et al, 2006).

O fungo polimorfico F. pedrosoi apresenta mais de duas formas de
desenvolvimento, como os conidios, hifas ou micélios, que sdo considerados as formas
saprofiticas, e os corpos esclerdticos ou células muriformes (também chamados corpos
Medlar) isolados ou ligados as hifas, que sdo considerados a forma patogénica
(ALVIANO et al, 1992, SILVA et al, 2002). Este fungo vive na natureza como
saprofita, sendo encontrado no solo, nos vegetais (Mimosa pudica e no coco Babagu) e
em troncos de madeira apodrecidos (LACAZ et al, 2002, NIMRICHTER et al, 2004,
SALGADO et al, 2004, MARQUES et al, 2006, MAHREEN, 2010).

Em cultura, este fungo F. pedrosoi cresce lentamente e produz col6nias com
texturas aveludadas a cotonosas, de coloracdo escura a 25°C. A forma filamentosa ¢
obtida quando o cultivo ¢ mantido a temperaturas que variam de 25 a 37°C, com
estruturas microscopicas caracteristicas como as hifas pretas e septadas, os conidioforos
altamente ramificados no apice e liberacao de conidios (SANTOS et al, 2007).

Além do fungo F. pedrosoi, outras espécies de fungos foram isoladas das lesdes
de pacientes diagnosticados com cromomicose, sendo que todos sdo membros da
familia Dematiaceae como Phialophora verrucosa, Cladophialophora carrionni,
Fonsecaea compacta e Rinocladiella aquapersa (GIMENES et al, 2005). Dentre estes,
F. pedrosoi ¢ o fungo mais isolado das lesdes dos pacientes nas regides de florestas
tropicais como a Amazodnia, e todas as regides temperadas da América Latina, enquanto
o fungo Cladophialophora carrionni € o mais encontrado em paises secos ou de clima
desértico como a Australia, Africa do Sul e Cuba (SANCHE, SUTTON E RINALDI,
2003, LUPL, TYRING E McGINNIS, 2005).

No Brasil foram diagnosticados 71 casos no estado do Parana entre 1985 e 1996,
(QUEIROZ FILHO, 1997), 100 casos no estado do Rio Grande do Sul entre 1963 ¢
1998 (MINOTTO et al, 2000) e 325 casos na regido Amazodnica entre 1942 e 1997, que

foi considerada uma area endémica (SILVA et al, 1999), além dos estados do Rio



Grande do Sul, S3o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (MATTE et al, 1997). Além
dos casos relatados no Brasil, outros casos de cromomicose tém sido relatados no
Meéxico, Estados Unidos, Sri Lanka e Japao (NIMRICHTER et al, 2004).

A cromomicose foi descrita pela primeira vez por Alexandre Pedroso no Brasil
em 1911, mas os primeiros casos desta micose s6 foram descritos em 1914 por Max
Rudolph (FUCHS E PECHER, 1992). Rudolph isolou e cultivou o fungo além de
estabelecer o modelo experimental desta doenga. Em 1915, Lane e Medlar descreveram
os aspectos histopatoldgicos da CBM (BRIGOO E DESTOMBES, 1922).

A infec¢do inicia-se a partir de um trauma com a implantacdo no tecido
subcutdneo de conidios e fragmentos de hifas do fungo, causando a lesdo inicial
caracteristica desta doenca (CORBELLINI et al, 2006). No hospedeiro essas estruturas
do fungo, que sao as formas infectantes, aderem as células epiteliais e se diferenciam
em corpos escleroticas, estabelecendo a doenga (GIMENES et al, 2006). A inalagcdo de
esporos seguida pela disseminacdo hematogénica ja foi descrita como uma possivel via
de disseminacao da doengca (HOWARD et al, 1991).

Durante a fase inicial da cromomicose pode ocorrer a eliminagao transepitelial
ou dermoepitelial espontanea do fungo, resultando em pontos negros na superficie da
lesao (LIMONGI et al, 1997, SILVA et al, 2002), que possuem fungo capazes de
sobreviver por longos periodos e recidivar a lesao (ROSEN E OVERHOLT, 1996).

Os padrdes histologicos descritos na cromomicose variam de acordo com o local
das lesoes, podendo ser eritematosos ou verrucosos. As lesdes eritematosas apresentam
dermatite granulomatosa superficial e intensa, com granuloma supurativo. Ocorre na
derme com infiltrado celular misto e difuso, composto de macréfagos, neutréfilos,
linfécitos, plasmocitos, eosinodfilos, células epidermoides, células multinucleadas
gigantes isoladas e de numerosos mastocitos. Nestas lesdes sdo observados alguns
microabcessos com uma grande quantidade de fungos, geralmente em divisdo, e ha
intensa proliferacdo de vasos capilares e fibrose dérmica. Na epiderme observa-se
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, com presenga de linfocitos T CD4" distribuidos
difusamente e algumas células expressando interleucina IL-10 na sua superficie
(D’AVILA et al, 2002).

As lesdes verrucosas apresentam aspecto histologico de dermatite granulomatosa
superficial e granuloma tuberculdide bem formado, com a presenca de células
epitelioides, células de Langerhans e linfocitos. Na epiderme o infiltrado inflamatoério €

superficial, com formacdo de granuloma circundado pelos linfocitos T CD4", com



expressdao de interferon-gama (IFN-y). Os mastocitos estdo presentes em pequeno
nimero, ndo sdo observados microabcessos e os fungos estdo no interior das células
gigantes e/ou livres na lesdo. Na derme, hd uma moderada proliferacdo de vasos
capilares e fibrose densa (D’AVILA et al, 2002). Independentemente do tipo de lesdo,
apés o estabelecimento da fase cronica da cromoblastomicose, ocorre extensa e
progressiva fibrose da derme e o centro da lesdo verrucosa ¢ caracterizado por uma
reagdo de fibrose envolvendo toda a espessura da derme, com um padrdo similar a da
escleroderma. A zona de fibrose contem essencialmente colageno tipo I, laminina,
elastina e fibronectina. Ja a regido de infiltrado inflamatorio contem coladgenos tipo Il e
IV, laminina e fibronectina (RICHARD-BLUM et al, 1998, D’AVILA et al, 2002,
SOTTO et al, 2004).

O diagnostico da doenga ¢ geralmente realizado tardiamente, o que dificulta a
erradicagdo do fungo das lesdes, que progridem lentamente por anos. Considerando o
tempo de desenvolvimento das doengas, naqueles casos onde a evolucao ¢ lenta e longa,
o tratamento ndo ¢ eficiente para a elimina¢do do fungo, sendo entdo adotado para
conter a progressdo da doenca e prevencdo das complicagdes, como infecgdes
bacterianas secundarias e desconforto estético dos pacientes (D’AVILA et al, 2002,
MAHREEN, 2010).

Alguns esquemas terapéuticos tém sido descritos e adotados no tratamento dos
pacientes. As drogas mais utilizadas sdo os triazolicos (DAFAVERI E GRAYBILL,
1990), a terbinafina (RICHARD-BLUM et al, 1998, ESTERRE et al, 2000), o
itraconazol (QUEIROZ FILHO, 1997, OGAWA et al, 2003, GIMENES et al, 2006), a
anfotericina-B e a 5-fluorocitosina (MATTE et al, 1997), isoladas ou associados entre
si, como por exemplo, anfotericina-B e itraconazol (PANIZ-MANDOLFI et al, 2008).
Apesar de alguns protocolos terapéuticos apresentarem sucesso em alguns casos
isolados, ndo existe descrito até 0 momento nenhum tratamento efetivo (NIMRICHTER
et al, 2004). Além destas drogas, os triazélicos de segunda geragdo como o posaconazol
e o voriconazol, tém sido propostos para o tratamento dessa micose, mas considerando o
tempo necessario de tratamento, os custos desta terapia sao elevados (MAHREEN,
2010).

Outras estratégias terapéuticas tem demonstrado eficiéncia no tratamento da
cromoblastomicose. Utilizando o modelo murino experimental de cromoblastomicose,
recentemente o nosso grupo demonstrou que o tratamento intralesional associando

itraconazol e anfotericina B, foi tdo eficiente quanto o tratamento realizado com a



vacina de DNA contendo o gene da Hsp65 do Micobacterium leprae (Siqueira, 2010 -
dados nao publicados). O tratamento foi mais efetivo quando o antifungico anfotericina
B foi associado a um imunomodulador do que a outro antifingico, o que demonstra a

importancia da ativagao da resposta imune nas micoses.

1.2. Interacio inicial entre o fungo e o hospedeiro

O desenvolvimento de uma resposta imunologica efetiva na eliminagao dos
fungos depende das fases de reconhecimento e subseqiiente desenvolvimento da
resposta inflamatoria aos patogenos invasores (MEDZHITOV E JANEWAY, 2000
apud MOGENSEN, 2009). Na fase inicial da resposta imune aos fungos, os principais
receptores de reconhecimento padrao (PRRs) presentes na superficie das células do
hospedeiro e que estdo envolvidos nesta resposta sdo os receptores foll-like (TLR),
principalmente os TLR2, TLR4 e TLR6 e os receptores do tipo lectina-C, como os
receptores de dectina, receptores de manose ¢ CLEC-2. Além deles, outros receptores
como receptor 3 do complemento (CR3) e receptor scavenger (CD5) também
participam deste reconhecimento na resposta imune inata contra fungos patogénicos
importantes como a Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Criptococcus neoformans
e Pneumocystis jirovencii entre outros (ROEDER et al, 2004, DENNEHY E BROWN,
2007).

Nos ultimos anos a interacdo entre os padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) presentes na parede celular de fungos, e os receptores de
reconhecimento de padrdoes (PRRs) tem sido bem investigados. Entre os PAMPs, foi
demonstrado que o zimosan, presente na parede celular de leveduras Saccharomyces
cerevisiae, ¢ reconhecido principalmente pelo TLR2 na sua forma de homodimero ou na
sua forma de heterodimero quando associado ao TLR6 (TLR2/TLR6) (MOGENSEN,
2009). Outros PAMPs importantes sao as mananas que podem ser detectadas por TLR4,
como as derivadas de C. albicans (TADA et al, 2002). Outros componente importante
para o reconhecimento dos fungos sdo as fosfolipomananas de C. albicans (JOUAULT
et al, 2003), e as B-glicanas presentes na parede celular de muitos fungos patogénicos
(MOGENSEN, 2009), que podem ser reconhecidas por TLR2. As B-glicanas também
podem ser reconhecidas pelo receptor CR3 do complemento (opB,: CD11b/CD18)
presente na superficie dos polimorfonucleares (VETVICKA, THORNTON E ROSS,
1996, TSIKITIS et al, 2004, GOODRIDGE, WOLF E UNDERHILL, 2009). O



principal polissacarideo da capsula de C. neoformans, a glucuronoxilomanana, ¢
reconhecida pelo TLR4 (SHOHAM et al, 2001).

A importancia dos receptores TLR 2 e TLR4 na paracoccidiodomicose (PCM)
foi recentemente descrita (LOURES et al., 2009, LOURES et al, 2010). Foi
demonstrado que a auséncia dos receptores TLR2 e TLR4, nao alterou o padrao de
susceptibilidade desta doenca, no entanto estes receptores estdo associados a modulacao
de uma resposta inflamatéria adequada ao controle do crescimento dos fungos. O
balanco final entre crescimento do fungo e a ativacao do sistema imune ¢ decisivo para
a evolucdo da doenga, onde o estabelecimento de uma resposta imune intensa, com
indug@o de um padrdo de resposta do tipo Th17 e diminuicdo das células T regulatorias
(Treg) ¢ tdo comprometedora ao hospedeiro quanto uma resposta inflamatoria limitada
controlada principalmente pelas células Treg. A ativacdo celular mediada pelos
receptores TLR2, TLR4 e a molécula adaptadora MyD88, influenciam as taxas
fagocitarias, a migracdo celular, a ativacdo e secre¢do de citocinas e quimiocinas e a
expressdo de moléculas co-estimulatorias na superficie das células apresentadora de
antigeno. A deficiéncia da molécula adaptadora MyD88 torna a PCM mais severa,
associada a uma resposta efetiva diminuida e menor sobrevida do hospedeiro em
modelo experimental (CALICH et al, 2008).

Entre os receptores tipo-C ndo classico, a Dectina-1 ¢ o principal e foi
originalmente descrito como um receptor especifico de célula dendritrica. Esse receptor
reconhece B-1-3-glicana, que estd presente na parede celular de varios fungos estando
associado ao reconhecimento de Candida albicans (TAYLOR et al., 2007),
Pneumocystis carinii (SALJO et al., 2007), Coccidioides posodaii (VIRIYAKOSOL et
al., 2005), Aspergillus fumigatus (GERSUK et al., 2006), Paracoccidioides brasiliensis
e Histoplasma capsulatum (RAPPLEYE E GOLDMAN, 2006). Sua expressio em
macrofagos ¢ regulada positivamente por IL-4 e IL-13 e negativamente por LPS, IL-10
e dexametasona. A diminui¢do da expressdo deste receptor pode estar relacionada com
o mecanismo de escape desenvolvido por alguns fungos (REPPLEYE, EISSENBERG E
GOLDMAN et al, 2007).

F. pedrosoi apresenta em sua parede celular PAMPs como os descritos
anteriormente e que podem ser reconhecidos pelos mesmos receptores (PRR) estudados
para outros fungos patogénicos. Os PAMPs presentes na parede celular de F. pedrosoi
podem ser isolados através das fragdes de sua parede celular, onde a fracdo F1 ¢

composta predominantemente de B-1-3-glicana e quitina, e a fracdo F2 ¢ composta de



a-1-3-glicana e melanina (SZANISZLO et al, 1972, SILVA E FAZIOLI et al, 1985),
sendo assim, F. pedrosoi pode ser reconhecido pelos receptores TLR e pelos receptores
tipo-C ndo classico.

Uma proteina importante para a interacdo entre as células da resposta
imunologica inata e adaptativa e o patdogeno sao as integrinas. O aumento da expressao
destas proteinas na superficie celular aumenta a quimiotaxia de neutrofilos durante a
resposta inflamatdria e sdo capazes de regular sua resposta efetora a PAMPs de parede
celular de fungos como as B-glicanas, com ativacao da producao de anions superoxido
em neutréfilos, sem que ocorra a fagocitose. O bloqueio das B-glicanas com f1-
integrina ¢ capaz de suprimir a producdo dos radicais de oxigénio (LAVIGNE et al,
2007). As integrinas presentes nas células do hospedeiro estdo envolvidas na ligacdo de
diversos isolados de C. albicans com as proteinas da matriz celular (KLOTZ,
PENDRAK E HEIN, 2001) demonstrando que os componentes da parede celular de
diversos fungos sdo capazes de se ligarem as integrinas.

Outro receptor importante para a interacdo hospedeiro-patégeno ¢ o CLEC-2,
que também ¢ um receptor tipo-C nao classico, expresso principalmente em neutrofilos,
com funcdo de mediar a fagocitose de moléculas opsonizados por anticorpos e a
produgdo de citocinas pré-inflamatorias como o TNF-a através de uma via que, ndo
ativa a explosao respiratoria (KERRIGAN et a/, 2009).

A o-glicana ¢ outra importante molécula envolvida na interagdo patogeno-
hospedeiro, considerando a sua disposicdo na parede celular dos fungos e a
incapacidade dos fagocitos em destruirem esta glicana. San-Blas & San-Blas (1977)
propuseram que a o-glicana atuaria como cépsula protetora contra os mecanismos de
defesa do hospedeiro devido a falta de a-glicanase no conteudo enzimatico das células
fagocitarias. A a-glicana da parede celular de conidios de Pseudallescheria boydii é
capaz de reduzir o indice de fagocitose e a internaliza¢do de conidios pelos macrofagos,
sem interferir na produgdo de citocinas por macréfagos através do reconhecimento por
TLR2 e CD14 (BITTENCOURT et al 2006). A a-glicana também apresenta um papel
importante na patogénese de outros fungos patogénicos como A. fumigatus, H.
capsulatum e C. neoformans, onde a delecdo do gene da enzima a-glicana sintase (Ags)
de A. fumigatus altera a morfologia da hifa e reduz a conidiogénese (BEAUVALIS et al,
2005 apud REESE et al 2007), além de aumentar a viruléncia do fungo (MAUBON et
al, 2005 apud REESE et al 2007). O H. capsulatum que apresenta uma diminui¢cdo da

sintese de a-glicana tem sua capacidade de induzir a morte de macréfagos in vitro e de



colonizar pulmdes murinos diminuida, estabelecendo que a a-glicana ¢ um importante
fator de viruléncia deste fungo (RAPPLEYE et al, 2004 apud REESE et al 2007). Da
mesma forma, a auséncia da a-glicana estd associada com a termotolerancia e viruléncia

do C. neoformans (REESE E DOERING, 2003 apud REESE et al 2007).

1.3. Resposta imune inata a cromoblastomicose

Para que os fagbcitos sejam ativados e desempenhem suas fungdes microbicidas
¢ necessario que ocorra a adesdo e/ou internalizacdo do patdgeno. Estes mecanismos
microbicidas desenvolvidos podem ser dependentes e/ou independentes de oxigénio e
nitrogénio (ALTAMURA et al, 2001, SANTOS et al, 2007). Os macrofagos t€ém um
papel dubio na infec¢do pelo F. pedrosoi. Os macrofagos sdo células do sistema
mononuclear fagocitario, vital para a defesa do hospedeiro, que depende do seu estado
de ativagdo (STEEVELS E MEYAARD, 2011). Durante o processo de ativacdo, o
macrofago sofre modificagdes morfoldgicas e adquire capacitagdo fisiologica e
bioquimica. A competéncia que o macrofago adquire para desempenhar multiplas
fungdes ¢ o reflexo de uma diversidade de sinais indutores e supressivos presentes no
microambiente (PATIAL et a/, 2010, STEEVELS E MEYAARD, 2011) que resulta na
modulagdo de grande nimero de importantes proteinas funcionais que sdo secretadas ou
se distribuem ao longo de sua membrana celular (PATIAL et al, 2010, 2010).

Essas células e seus produtos estdo envolvidos no desenvolvimento da resposta
inflamatoria granulomatosa no curso desta micose. A importdncia da ativagdo dos
macrofagos na eliminacdo do fungo foi demonstrada por Ahrens et a/ (1989), onde
macroéfagos residentes nao apresentam atividade fungicida e fungistatica in vitro quando
incubados com leveduras do F. pedrosoi. Estes dados foram confirmados por Farbiarz
et al (1992), que cultivando macréfagos residentes com conidios de F. pedrosoi
observaram a baixa atividade citotoxica destas células sobre o fungo, que ¢
independente da sua adesdo na superficie dos macréfagos ou de serem fagocitados.
ApoOs a ativacdo, os macrofagos sdao fungistaticos, sendo capazes conter o crescimento
do F. pedrosoi, sem desenvolver atividade fungicida (ROZENTAL et al, 1994).

F. pedrosoi ¢ capaz de modular a ativacdo dos macrofagos, induzindo a
produgdo de altas concentra¢des de peroxido de hidrogénio e baixas concentragdes de
oxido nitrico (NO) (BOCCA et al., 2006). Estes dados foram confirmados por

Hayakawa et al (2006) que apds compararem a interagdo entre os macrofagos e as



espécies C. carrionii, F. pedrosoi, P. verrucosa e R. aquaspersa observaram que apesar
do F. pedrosoi ser o mais fagocitado também foi capaz de induzir uma baixa expressao
do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC-II) e da proteina de
superficie CD80, além de uma baixa produg¢dao de NO. A modulagdo na ativagdo dos
macroéfagos ¢ decorrente da interagao entre os componentes de parede do fungo com os
PRRs na superficie dos macrofagos. A fracdo F2 é capaz de induzir uma diminui¢do na
produgdo de oxido nitrico (BOCCA et al., 2006), aumentar a producao de IL-10 além de
influenciar negativamente a fagocitose mediada pelos macrofagos in vitro (NOBREGA
et al, 2010). A melanina do F. pedrosoi confere resisténcia ao fungo frente aos
mecanismos microbicidas desenvolvidos pelos macréfagos, como o perdxido de
hidrogénio e o NO, sendo um importante mecanismo de escape dos mecanismos

oxidativos dos macrofagos (CUNHA et al., 2010).

1.4. Expressao diferencial de genes de patdégenos envolvidos na interacido com o

hospedeiro

Para que o fungo sobreviva no hospedeiro uma série de fatores adversos precisa
ser superado por esse patdégeno, como resistir ao aumento da temperatura
(termotolerancia), as influéncias hormonais e aos mecanismos efetores das células do
sistema imunitario. Os fungos patogénicos em geral apresentam a capacidade de
sobreviver a estas condigOes adversas e infectar o hospedeiro, devido aos fatores de
viruléncia do fungo. Dentre os mais importantes fatores de viruléncia estdo: o
dimorfismo e/ou polimorfismo, os componentes presentes na parede celular, presenca
de capsula no fungo, a producdo de melanina e enzimas, € os mecanismos de evasao
(KUROKAWA et al, 1998).

O desequilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e o desenvolvimento dos
fatores de viruléncia do fungo favorece a infec¢do, quando os mecanismos de infec¢do
do fungo sobrepujam os mecanismos desenvolvidos pela resposta imunoldgica. Um
fator importante para este desequilibrio ¢ a modulacdo da expressdao génica do
hospedeiro pelo patogeno, modificando um repertorio de genes envolvidos em todas as
etapas do processo infeccioso (adesdo, colonizagdo e invasio).

O entendimento das bases moleculares da resposta do hospedeiro a infec¢ao por
patogenos tem sido considerado essencial para o conhecimento de mecanismos ¢ vias

pelas quais patdégenos evadem-se do sistema imunitario, visando o desenvolvimento de



novas estratégias para prevencdo, bem como a definicdo de alvos terapéuticos mais
eficientes (YOWE et al., 2001, JENNER E YOUNG, 2005). A interacdo patdgeno-
hospedeiro pode resultar em diversas alteragdes na célula hospedeira, incluindo
alteragdes fenotipicas com os rearranjos do citoesqueleto e a ativagdo de vias de
sinalizagdo celular que levam a uma grande reprogramacao do transcriptoma (JENNER
E YOUNG, 2005). Apesar dos mecanismos pds-transcricionais serem importantes na
regulacdo da resposta celular a infec¢do, essa regulagdo ocorre principalmente via
modulagdo dos niveis de RNA, revelando sua grande importancia na resposta do
hospedeiro a infeccao (STAUDT E BROWN, 2000).

A estratégia de avaliacdo da expressdo génica da interagdo patdgeno-hospedeiro
vem sendo cada vez mais utilizada no entendimento dessa relagdo para alguns modelos
de fungos patogénicos. Neste sentido Jenner e Young (2005) analisaram e compararam
os dados resultantes de 32 trabalhos originais publicados sobre mudancas do perfil
transcricional do hospedeiro em resposta a diferentes patégenos. Dos 5041 genes
analisados, um grupo de 511 genes mostrou ser co-regulado na sua transcri¢do. Esta
assinatura de expressdao foi denominada de resposta comum do hospedeiro, pois a
indu¢do da maioria desses genes ocorre em diferentes tipos celulares em resposta a
interagdo com diversos patogenos. Estes genes envolvidos na resposta comum do
hospedeiro foram descritos segundo 6 grupos funcionais como: I) genes mediadores de
inflamacao (7nf, Il-1, 1I-6 e II- 8, quimiocinas como Ccl/3, Ccl4, Ccl20, Cxcll a 5,
enzima cicloxigenase 2 entre outros), II) genes estimulados por interferon (ISGs) (Ccl8,
Cxcl9 a 11, genes de metaloproteinas, entre outros), III) genes que ativam a resposta
imune (a familia do fator de transcricdo NFkB e seu co-receptor BCL3, componentes do
fator de transcri¢do AP1, fatores que mediam o efeito de IFN como o STAT 1, 4 e 5A,
fator de transcricdo Bcl6-repressor, Egr4, Hifla, Nfatcl, Smad7-inibe a sinalizagdo via
TGFB e XBP1; IV) genes de proteinas adaptadoras de vias de sinalizagdo celular
(MyD88, TRADD, TRAF1 e 6, entre outros), V) genes que limitam a resposta imune
(genes que inibem a acdo de NFkB e TANK que inibe o recrutamento de TRAFs para o
receptor de TNF; genes de fatores tanto pré-apoptdticos como os anti-apoptdticos e
membros da familia Bcl2) e VI) outros genes da resposta comum ao hospedeiro (genes
envolvidos na ativacdo de linfocitos, na apresentacao de antigenos, na adesdo celular,
metaloproteinases ¢ os genes nao relacionados com a resposta). Apesar dos genes da
resposta comum do hospedeiro serem induzidos em diferentes tipos celulares durante a

infeccdo, alguns grupos génicos sdo preferencialmente induzidos em tipo celular



especifico. Essas diferencas provavelmente refletem os diferentes papéis celulares
durante a resposta imune. Recentemente Silva et al., 2007 avaliaram o perfil
transcricional de macrofagos peritoneais murinos em resposta a infecgdo por P.
brasileinsis in vitro, durante 6, 24 e 48 horas. Estes autores observaram que diversos
genes pertencentes a resposta comum do hospedeiro tiveram seus niveis de transcritos
alterados, principalmente aqueles relacionados a mecanismos inflamatorios, proteinas
de membranas, fatores de transcri¢do e apoptose (SILVA et al, 2007). Estes mesmos
autores em estudo posteriores mostraram que assim como observado para P.
brasiliensis, ap0s interagir com os macrofagos o fungo H. capsulatum também modula
a expressao de genes envolvidos no processo pro-inflamatorio. Dessa forma, os dados
observados indicam que tanto P. brasiliensis quanto H. capsulatum induzem uma
intensa reorganizagdo celular dos macrofagos no estagio inicial da infec¢do para
responder a invasdao pelo patdégeno. A ligagdo tanto de P. brasiliensis quanto de H.
capsulatum com moléculas da matriz extracelular do hospedeiro transduz sinais que irdo
culminar na ativagdo de fatores de transcricdo responsdveis por ativar genes
relacionados a producdo de citocinas, quimiocinas, receptores de quimiocinas e
moléculas de adesdo responsaveis por auxiliar na fagocitose do microrganismo ¢ na
ativacdo dos fagodcitos (SILVA et al., 2010, dados ndo publicados). O aumento da
expressdo de genes relacionados a uma resposta pro-inflamatéria também tem sido
detectado a partir de macrofagos infectados com C. albicans, A. fumigatus ¢ M.
tuberculosis (CORTEZ et al., 2006).

O fungo Cryptococcus neoformans quando infecta o sistema nervoso central
modula positivamente genes relacionados com a resposta ao estresse, sinalizacdo
celular, transporte celular, metabolismo de lipidios e carboidratos, sugerindo que estes
genes estdo envolvidos com as fungdes necessarias para a sobrevivéncia e proliferacao
do fungo no curso da infeccdo (STEEN et al, 2003). De forma similar, P. brasiliensis ¢
capaz de modular genes na célula hospedeira, como integrinas, Clec, Cd14, Tnf e Tlr
(Toll-like), genes relacionados a apoptose, na tentativa de sobreviver no interior do
macréfago (SILVA et al., 2007) Estudos adicionais também analisando a expressao
génica de células de defesa do hospedeiro em interacao com C. albicans, A. fumigatus,
M. tuberculosis e C. neoformans demonstraram a modulacdo de genes citados acima,
demonstrando a importancia destes genes na indugdo da resposta inicial do hospedeiro

ao patogeno (CORTEZ et al., 2006, STEEN et al, 2003, JENNER E YOUNG 2005).
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Embora existam muitos estudos sobre a importancia de diversas moléculas
moduladas por diferentes fungos, o perfil de expressdo génica de macrofagos apds a
interagdo com F. pedrosoi até o momento ndo foi analisado. Portanto ¢ importante
avaliar este perfil para melhor compreender os mecanismos de interagdao deste patégeno
e/ou seus componentes de parede isoladamente com os macrofagos, que sdo células de
defesa importantes do organismo. Esta andlise podera desta forma auxiliar no melhor

entendimento da patologia induzida por este fungo no estagio inicial da infeccao.
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2. Objetivo

Considerando os dados apresentados, o objetivo deste trabalho foi analisar capacidade
do fungo Fonsecaea pedrosoi e/ou seus componentes de parede de induzir a expressdo
diferencial de determinados genes dos macréfagos envolvidos no reconhecimento,

adesdo do fungo e na producao de citocinas.

Metas:
1- Analisar a cinética de internalizac¢do de leveduras de Saccharomyces cerevisiae
2- Avaliar a produgdo de citocinas produzidas pelos macréfagos apods a
internalizacao de Saccharomyces cerevisae
3- Analisar a expressdo diferencial dos genes [ltga5, Clec2, Cdi4, Tir2, Tird,

MydS88, Nfikb, Nxrfe Tnf-o. dos macrofagos.
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3. Materiais e métodos

3.1.Cultivo do Fungo

A forma filamentosa do fungo Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428, cedida pela
Profa. Dra. Maria Lucia Scrofernek, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) foi cultivada em agar Sabouraud Dextrose a 37°C por 14 dias. Posteriormente
o fungo cultivado foi utilizado para obtencdo das fragdes da parede celular e para a

obtencao dos conidios.

3.2. Obtencao das fragdes da parede celular do F. pedrosoi

3.2.1. Extracao da Fracao F1 de Fonsecaea pedrosoi

Ap6s o cultivo, as células do fungo foram inativadas com formaldeido a 5%, por
um periodo de 24h e filtradas em papel de filtro, lavadas por 3 vezes com agua destilada
e secas a temperatura ambiente. A seguir o material foi macerado com nitrogénio
liquido, ressuspenso em agua destilada e centrifugado por 5 vezes a 2000 x g para
retirada de residuos celulares. A etapa seguinte foi a extragdo lipidica, feita com uma
solucdo de cloroféormio e metanol (proporcao 2:1). A extragao foi realizada sob agitagao
magnética, a temperatura ambiente por 4 horas. O material foi entdo centrifugado a
2000 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente, filtrado em papel de filtro e seco
em estufa a 37°C por 48h.

A parede celular bruta obtida da massa do fungo foi pesada e ressuspensa em
NaOH 1IN (para cada 10 mg da massa do fungo foi usado ImL de NaOH 1IN) a
temperatura ambiente por 1h e centrifugada a 3000 x g a temperatura ambiente por 20
minutos. O sobrenadante obtido contem as fragdes F2 e F3 e foi reservado para
obtenc¢do da fracao F2. O precipitado foi submetido ao mesmo tratamento com 75 mL
de NaOH IN por 4 vezes, originando um residuo alcali-insoluvel, que foi lavado com
agua destilada até que o pH do precipitado fosse igual a 7,0. Apds a neutralizagao, o
residuo foi lavado com uma solugdo de etanol, acetona e éter (na proporcao v/v/v), e foi
seco em estufa a 37°C, sendo entdo denominada de fragdo F1 (ALVIANO et al, 1991,
SILVA E FAZIOLI et al, 1985).
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A partir da fragdo F1 obtida, foi preparada uma solugdo cuja concentracao foi de
300pg/mL em tampao fosfato (PBS). Essa fracdo ¢ constituida de P-1-3-glicana e
quitina (Sa-Nunes et al, 2004).

3.2.2. Extracao da fraciao F2 de Fonsecaea pedrosoi

Para isolamento e purificagdo da fracdo F2, o sobrenadante reservado na
extracdo da fracao F1 foi acidificado com HCl 1M. O precipitado foi centrifugado a
3000 x g por 10 minutos a 4°C, e lavado trés vezes com agua destilada. O precipitado
insoluvel foi ressuspenso em HCI 0,1M e centrifugado a 12000 x g, para retirada de
residuos celulares por véarias vezes até que o sobrenadante formado ficasse incolor. O
precipitado foi dialisado em agua destilada, por 2 dias e com 5 trocas no total
(ALVIANO et al, 1991).

Com 10mL da fragdo F2 obtida, foi preparada uma solucdo na dilui¢do 1:10 em

tampao fosfato (PBS). Essa fra¢do ¢ constituida de a-1-3-glicana e melanina.

3.2.3. Producao de conidios

O fungo Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 foi cultivado em 4gar batata e
glicose (50g de batata, 5g de glicose e 5S00mL de agua destilada), mantido a 25°C sob
rotacdo constante por 4 dias para a produgdo de conidios (forma infectante do fungo).
Apos esse periodo, o meio com o fungo foi filtrado em filtro Whatman #1 para separar
os conidios, o filtrado foi contado em camara de Neubauer e a concentragao de conidios
ajustada para uso na infeccdo da cultura de macrofagos (4 x 10° conidios) (TEIXEIRA

DE SOUZA, GHOSN E ALMEIDA, 2006).

3.3.Cultura de macrofagos

As células dos macrofagos peritoneais utilizadas foram da linhagem J774A.1,
adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro, onde estdo depositadas sob o n°
CR109. O macrofago J774.1 ¢ uma linhagem de macrofagos peritoneais de fémeas de
Balb/c com sarcoma adaptadas para cultura desde 1978, que apresenta receptores do
complemento e de Imunoglobulinas, e que produz IL-1, Lisozimas e NO sintase

(RICB,UFRJ).
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Os macrofagos armazenados em criotubos (500uL células/criotubo) foram
congelados em nitrogénio liquido. Antes do uso, os criotubos contendo os macrofagos
foram descongelados e transferidos para garrafa de cultura de células de 75SmL contendo
10mL de RPMI 1640 simples com 20% de soro fetal bovino. As garrafas de cultura
foram mantidas na posicdo horizontal, em estufa a 37°C com 5% de CO,, por
aproximadamente 72h, até a formacdo de monocamada de células que pode ser
observado ao microscépio invertido.

Ap6s esse periodo de incubagdo, parte dos macrofagos em culturas foram
mantidos em estoque com a substitui¢do do meio RPMI 1640 simples com 20% de soro
fetal bovino por um com 10% de soro fetal bovino. E outra parte foi utilizada nos
experimentos.

Depois da formacao da monocamada de células, foi realizada a raspagem das
células da garrafa de cultura, e as células foram transferidas para um tubo Falcon de
15mL, centrifugar a 300 x g por 8 min a 22°C e todo o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, o sedimento celular foi ressuspendido em 4mL de meio RPMI 1640 simples
com 10% de soro fetal bovino, e a contagem dos macréfagos foi realizada utilizando
camara de Neubauer, ajustando a concentragdo para cada etapa do experimento,
conforme descrito nos topicos a seguir..

Quando as garrafas de cultura foram utilizadas, cada garrafa de 25cm’ ou 60mL
apresentava um volume final de SmL da solugdo celular por garrafa (macrofagos e meio
RPMI simples com 2% soro fetal bovino). Em seguida, os macrofagos foram incubados
por 24h em estufa a 37° com 5% de CO; para controlar a taxa de crescimento celular.
Apbs esse periodo as culturas estavam prontas para as condigdes experimentais

descritas a seguir.
3.4. Interacao de macrofagos com conidios de F. pedrosoi

Macrofagos J774A.1 na concentracio de 1 x 10° células foram cultivados por
24h em microplacas de 24 orificios contendo laminulas. Conidios de F. pedrosoi foram
suspensos em 1mL de meio RPMI simples com 2% soro fetal bovino (SFB) e usados na
concentragdo de 0,4 x 10° conidios, seguindo a propor¢io macrofago-conidio de 1:5. Em

seguida, as culturas foram incubadas em estufa a 37° com 5% de CO..

15



3.5. Analise da cinética de interacdo de conidios de F. pedrosoi com macréfagos

J774A.1

Nesta andlise inicialmente foi utilizado protocolo padronizado no laboratério
para o fungo Paracoccidiodes brasiliensis, que seguia os tempos de 6h, 12h e 24h apds
a infeccdo. Apds cada um desses periodos, o sobrenadante foi desprezado e cada orificio
da placa foi lavado com meio RPMI simples a 37°C para retirada de conidios ndo
aderidos ou nao fagocitados. Os macrofagos aderidos a laminula foram fixados com
metanol e corados com solug¢do de Giemsa a 8%. Foram analisadas 100 células de cada
preparacao com objetiva de imersdo (100x).

Ap6s a andlise das laminulas observamos que o periodo da cinética precisava ser
ajustado para intervalos de tempos menores, pois em 6 horas ja ¢ possivel observar uma
grande quantidade de conidios de F. pedrosoi internalizados, ao contrario do que se
observa em P. brasiliensis no mesmo tempo. Para P. brasiliensis em 6 horas a maioria
das leveduras se encontra apenas aderida aos macréfagos (TAVARES et a/ 2007). Desta
forma a cinética de internalizacao de F. pedrosoi foi definida em 30min, 1h, 3h, 6h e
24h, que foram processados seguindo o mesmo protocolo. Foram realizados 3

experimentos independentes.
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3.6. Analise da expressao diferencial dos genes dos macréfagos

3.6.1.Delineamento Experimental

Macréfagos peritoneais da Cultura de célula 24h de incubagdo
linhagem J774A.1 de === | ecm RPMI comsoro | === [2a37°Ce 5% de
BALBC do banco de células do RJ fetal bovino 10% CcO2

n°CR109 2 x 10° células/garrafa

Coleta sobrenadante
para dosagem de NO e
citocinas

cinética (30 min,
1h, 3h, 6h e 24h) ¢

Infe¢do — conidios de F.
pedrosoi, Fracdes F1 e F2

em triplicata

Coleta de células conidios 4 x 10°

F1 300pg/mL
F2 dilui¢do 1:10

}

Extracdo de RNA total

Tratamento e —p | Reacdo de RT-PCR em tempo real avaliagdo do
ql}antlﬁcagao padrio de expressdo de 9 genes de interesse
Sintese do cDNA

Apo6s as 24h de cultivo dos macréfagos, conforme descrito anteriormente (item
3.3), em estufa a 37°C com 5% de CO, em garrafa de 25cm’ ou 60mL contendo um
volume final de SmL de meio RPMI com 2% soro fetal bovino, a infec¢ao foi realizada
usando 500uL de cada estimulo (conidios, Fragdo F1 e F2), totalizando um volume final
de 5,5mL por garrafa. As concentracdes usadas foram: conidios 4 x 10° ou 2:1, Fragio
F1 300ug/mL (SA-NUNES et al,2004), Fragio F2 diluicdo 1:10 (NOBREGA et al,
2010). Ap6s cada tempo previsto na cinética (30min, 1h, 3h, 6h e 24h) o sobrenadante
foi coletado para dosagem de citocinas e 6xido nitrico (NO) (dados ndo mostrados).Em
seguida as células foram lavadas com RPMI 1640 simples sem soro fetal bovino a 37°C
para retirar os fungos ndo internalizados, € 2 mL de Trizol foi adicionado para lise com
os macrofagos em cada garrafa, e o lisado foi transferido para um tubo Falcon de 15mL.
A seguir o material foi centrifugado a 2200 x g por 8 min, o sobrenadante foi retirado
para outro tubo Falcon de 15mL e os restos celulares foram descartados. O sobrenadante

foi congelado a — 20°C para posteriormente seguir o protocolo para extragao de RNA.
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3.6.2. Definicao dos genes analisados no estudo

Os genes chaves analisados no presente trabalho foram selecionados baseados
em trabalhos prévios realizados por Silva et al (2007) e estdo descritos na tabela 1.

Todos os genes foram avaliados em todos os tempos definidos na cinética.

Tabela 1 - Genes de macrofagos J774A.1 analisados apés cinética de interacio com as
fracoes F1, fracdo F2 e conidios de Fonsecaea pedrosoi

Categoria Descricio Gene
Proteina de membrana Cadeia 5 da alfa integrina (adesdo) Itgas
Proteina de membrana Receptor de proteinas do tipo lectina-C Clec2
Proteina de membrana Co-receptor CD14 Cdl4
Proteina Intracelular Molécula adaptadora para os receptores TLR2 e TLR4 Myd§8
Proteina de membrana Receptor de Reconhecimento de Padrdo (RRP) do tipo Toll-like 2 Tir2
Proteina de membrana Receptor de Reconhecimento de Padrdo (RRP) do tipo Toll-like 4 Tir4
Regulacdo Transcricional Subunidade P50 de NFkappaB Nfib
Regulacdo Transcricional Fator de repressdo do NFkappaB Nxrf
Gene de citocina Citocina inflamatoria Tnf-o

Na tabela 2, estdo representados os oligonucleotidios desenhados para a RT-PCR
em tempo real. Todos os pares de olignucleotideos foram desenhados utilizando o
programa Primer Express (Applied Biosystems) com base nas seqiiéncias obtidas da

base de dados do transcriptoma de camundongo (http://www.informatics.jax.org).
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Tabela 2 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos desenhados para a RT-PCR em tempo
real

Genes  Oligos

Senso (5°-3") Anti-senso (5'-3")
Rps 5'rps9 CGCCAGAAGCTGGGTTTGT 3° 5'rps9 CGAGACGCGACTTCTCGAA 3’
Itga5 5 itga5 CCGAGTGCCTGAAGTTTGATA 3’ 5’ itga5 GGGCTTTTTCTTCAAAGGGATA 3’
Cdi4 5’ cd14 CGCAGCCTGGAATACCTTCTA 3° 57 cd14 CCGCTTTAAGGACAGAGACTT 3’
Clec2 5 clec2 CTCTTCTTGGTGGCGTGTGA 3° 5’ clec2 AACAACCAGCCCCATGGA 3’
Myd88 5° myd88 ACTGGCCTGAGCAACTAGGA 3’ 5’ myd88 CGTGCCACTACCTGTAGCAA 3’
Tir2 5’ toll2 AAGAGGAAGCCCAAGAAAGC 3’ 5’ toll2 CGATGGAATCGATGATGTTG 3’
Tir4 5’ toll4 GAACAAAACCTCTGGGGCCTAA 3’ 5’ toll4 CATGGGCTCTCGGTCCATAG 3’
Nfib 5’ ntkb AGCCAGCTTCCGTGTTTGTT 3’ 5’ ntkb AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC 3’

Nxrf 5’ ntkr ACCTTTCAACCTACGATGGTCAGA 3°  5° ntkr GAGCTCTCACATGGAATTTGGAA 3°

Tnf-a. 5’ tnf GTACCTTDTCTACTCCCAGGTTCTCT 3> 5° tnf AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC 3’

3.7. Extracao do RNA total das células J774A.1

O sobrenadante do macrdfago lisado em 2mL de Trizol foi usado para a extragao
do RNA total dos macrofagos tratados e do controle (macrofago ndo tratado).
Inicialmente essas amostras do lisado que estavam congeladas a — 20°C foram mantidas
a temperatura ambiente por 5 min com a finalidade de permitir a completa dissociagao
dos complexos nucleoprotéicos. Em seguida 200ul. de cloroférmio foi adicionado a
ImL do lisado, e apos uma agitacao vigorosa de 15s em cada ependorf e uma incubagao
por 3 min a temperatura ambiente (entre 15-30°C), as amostras foram centrifugadas a
12.000 x g em uma temperatura de 4°C por 15min. Apds a centrifugagdo a amostra ¢

separada em trés fases, a fase inferior fenol-cloroférmio, uma fase intermediaria e uma
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fase aquosa superior onde o RNA permanece. Essa fase aquosa foi separada para outro
ependorf novo e estéril.

A cada ependorf contendo a fase aquosa foi acrescentado 0,5 mL de alcool
isopropilico e homogeneizado 5 vezes por inversdo, a temperatura ambiente (15-30°C)
por 10 min. Ao completar o tempo as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g em
uma temperatura de 4°C por 10 min para recuperacdo do RNA. Na etapa seguinte, todo
o sobrenadante ¢ descartado e 1 mL de etanol 75% ¢ acrescentado para lavagem do
RNA, em seguida uma nova centrifugagao a 7500 x g em temperatura de 4°C por Smin
foi realizada. O RNA precipitado foi entdo seco a temperatura ambiente quando pode
ser ressuspendido em 40uL de agua reagente tipo 1 (mili-Q) livre de Rnase, e

armazenado a — 20°C.

3.8. Analise do RNA total

A qualidade do RNA total extraido foi avaliado através de eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5ug/mL). A quantidade do RNA
extraido foi determinada através do equipamento GeneQuant (Biochrom, UK), que
utiliza a leitura espectrofotométrica nas densidade otica (DO) 260 e 280nm, quando a
razdo dessas densidades oticas (Aze0/Azgo) foi superior a 1.4, o grau de pureza do RNA

foi considerado adequado.

3.9. Tratamento e quantificacio do RNA das células J774A.1

Depois de quantificado, o RNA foi tratado com DNase I na presenca de um
inibidor de RNAse com o kit Promega's PolyATract mRNA isolation system da marca
Roche (Lote M198A, USA), com a finalidade de eliminar qualquer traco residual de
contaminagdo por DNA gendmico, conforme protocolo do fabricante.

Novamente os RNAs, agora tratados foram quantificados no equipamento
GeneQuant (Biochrom, UK), e o valor da relacdo Ajg/Azso considerado foi acima de

1.4.
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3.10. Reaciao da sintese do cDNA

Depois de tratado e quantificado o RNA total foi usado na sintese do cDNA
usando o kit TagMan® Gene Expression Assays da marca Applied Biosystems (Lote
N808, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Quantidades iguais de RNA (0,4pg) foram submetidas a transcri¢do reversa. O
mix foi preparado utilizando: 2uL (10x RT Buffer), 0,8uL (25X dANTP Mix (100mM)),
2,0uLl (10X RT Random Primer), 1.0 uL (Reverse Transcriptase), 1.0 pL (RNAse
Inhibitor), 3.2 uL (Nuclease-free H,0O), para um volume total de 10uL.

3.11. Reacido de Reacio em Cadeia de Polimerase em Tempo-Real (Real Time-
PCR)

As andlises das expressdes génicas por RT-PCR em tempo real utilizaram os
sistema de deteccdo por SYBR Green, uma molécula fluorescente que se intercala a
dupla fita de DNA. Os ensaios de amplificacdo foram realizados no 7500 Fast Real-
Time PCR System da marca Applied biosystems (USA), em reacdes de 10uL, contendo
5uL de SyBrgreen, 0,4ul de cada oligonucleotideo (10 uM), 2,0 ul do cDNA (diluido
1:10) como molde e agua reagente tipo 1 (mili-Q) q.s.p. 10 pl, para completar o volume
final.

Ap6s a desnaturagdo inicial a 95°C por 10 min, as amplificacdes foram
realizadas por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A utilizagdo do
SYBR Green demanda cuidadosa padronizacdo, pois este fluoréforo se intercala a
qualquer dupla fita de DNA presente na reagdo. Dessa maneira, a quantificacdo do
produto de PCR especifico pode ser afetada pela formag¢dao de dimeros de
oligonucleotideos ou pela formacdo de produtos de PCR inespecificos. A fim de
confirmar a especificidade da amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a
analise da curva de desnaturagdo ou melting curve. Nesta curva analisa-se a
fluorescéncia das amostras em relagdo ao aumento continuo da temperatura, o que
possibilita determinar a temperatura de dissociagao ou melting temperature (Tm) de
cada fragmento de DNA presente na reacdo de amplificacdo. Cada fragmento de DNA
amplificado possui um 7m especifico, o que permite a diferencia¢do entre os produtos

resultantes (especificos ou ndo).
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O método de comparagao do ciclo limiar (CT) ou crossing threshold foi
empregado para a andlise da variacdo de expressdo de cada gene analizado (LIVAK et
al., 2001). Como controle constitutivo interno para todas as condi¢des experimentais e
controle analisados, foi empregado para normalizagdo na avaliagdo da variacdo de
expressao (fold-change - FC), o gene da proteina ribossomal Rps9, de expressao
constitutiva em macréfago. Desta forma, na avaliacdo da variacdo de expressdo (FC) de
cada gene de interesse para todas as condi¢des experimentais (tratamento com fungo, ou
com as fragdes F1 e F2 da parede celular do fungo), a variacao da expressao do gene
rsp9 foi considerado na realizagdo dos célculos.

O CT ¢ o nimero de ciclos no qual a quantidade de alvo amplificado atinge o
limiar de fluorescéncia emitida ou threshold definido pelo pesquisador. O limiar deve
estar obrigatoriamente na faixa onde a quantidade de fluorescéncia gerada pela
amplificacdo das amostras ¢ significativamente maior que a fluorescéncia de base ou
background.

-AACT
224CT onde

O método de comparacdo do CT tem como base de célculo a equacao
AACT= (ACT experimento — ACT controle), sendo que ACT experimento = CT do gene
de interesse no experimento — CT do gene constitutivo no experimento) ¢ ACT
controle= CT gene de interesse no controle — gene constitutivo no controle). A equagao
224CT ¢ baseada na amplificacdo exponencial da PCR e sua derivagdo e validacdo foram
anteriormente descritas (Boletim do usuario Applied Biosystems N°.2 P/N 4303859 e

LIVAK et al., 2001).

3.12. Anailise estatistica

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 4.0
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). As diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais foram determinadas através da Analise de Varidncia (ANOVA),
seguida pelo método pos-teste (Bonferoni e t-teste). Foram consideradas diferencas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Cinética de ativacdo do macrofago J774A.1 com conidios de F. pedrosoi

A fim de avaliar a interagdo entre os conidios e os macrofagos J774A.1, uma
cinética de internaliza¢do do fungo foi realizada. A internalizagcdo dos conidios de F.
pedrosoi pelos macréfagos iniciou aos 30min e aumentou progressivamente ao longo do
tempo, atingindo seu apice nos tempos de 3 e 6h quando 85 a 90% dos conidios
estavam internalizados. Como o estudo pretende avaliar as alteragdes produzidas sobre
as atividades funcionais dessas células, a cinética foi considerada em todos os tempos.

Apos defini¢do da cinética de tempos os macrofagos J774A.1 foram cultivados e
colocados em contato com conidios e fracdes de parede celular do fungo F. pedrosoi, e
em seguida o padrdo expressao de 9 genes (ltgas, Clec2, Cdli4, Tir2, Tir4, Myd§S,
Nf«b, Nxrfe Tnf-a) foram avaliados para melhor compreensdo das alteragdes produzidas
sobre as atividades funcionais dessas células utilizando a metodologia de RT-PCR em

tempo real.

4.2. Validacao de dados processados pela técnica de RT-PCR em tempo real

A figura 1 mostra as curvas de amplificacdo do experimento de RT-PCR em
tempo real para os genes Rps9 (constitutivo) e o Nfkb dos macrofagos apés 1h de
tratamento com conidios de F. pedrosoi. Os valores de CT obtidos pela andlise das
curvas de amplificagdo foram utilizados na avaliacdo da expressdo do gene, para o
calculo do fold-change, de cada um dos genes de interesse através do método de

comparag¢do do CT, utilizando o gene constitutivo Rps9 para normalizacao.
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Figura 1 — Representagdo da curva de amplificagdo do experimento de RT-PCR em tempo real
representativo para os genes do macrofago apos lh de tratamento com conidios de F.pedrosoi ,
Rps9 (constitutivo) e o Nfikb

Na figura 2 foram observados os picos de desnaturagdo dos genes, que sao
gerados a partir da derivada da intensidade de fluorescéncia da curva de desnaturacao,
onde se observa um unico pico de 7m (um para cada gene), demonstrando a presenga de

um unico produto.
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Figura 2 — Picos de desnaturac¢do dos genes Rps9 e Nfkb. No eixo da ordenada esta a derivada
da intensidade da fluorescéncia e abscissa estd representada a temperatura.
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4.3. Analise por RT-PCR em tempo real dos genes dos macréfagos J774A.1 apos

interaciao com conidios e as fracoes F1 e F2 de F.pedrosoi

O resultado final expresso apds a amplificagdo do cDNA no 7500 Fast Real-
Time PCR System ¢ o fold change (FC) do gene analisado e o desvio-padrao da
triplicata de amostras.

Para todos os folds changes analisados (tabelas no Anexo I) apenas aqueles
genes que tiveram a variagdo de sua expressao alterada em no minimo duas vezes (FC +
2,0) foram considerados como diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

Para essas figuras foram realizadas analise estatistica de variancia (ANOVA), e
o método pods-teste de (Bonferroni ou t-fest). Foram consideradas diferengas
estatisticamente significativas quando o valor de p <0,05, que foram destacadas nas
figuras.

Com o objetivo de analisar a modulacdo de macrofagos apds a interacdo com o
fungo ou seus componentes de parede celular, foi avaliada a expressdo de alguns genes

envolvidos com a resposta inicial dos macrofagos.

4.3.1.Genes relacionados com receptores de reconhecimento padrao

Os genes analisados neste item sdo os genes relacionados com a adesdo,
fagocitose e ativagao das células. O primeiro gene a ser analisado foi o gene ltgas
(figura 3), que codifica a cadeia alfa 5 da integrina e esta envolvido com adesdo celular
(NCBI Entrez Gene).

Na figura 3 observou-se que este gene teve sua expressdo reprimida em
macroéfagos tratados com conidio do F. pedrosoi até 1h de estimulo e depois deste
tempo ndo se observou alteracdo na sua expressdo. Apos lh de estimulagdo com a
fracdo F1 houve uma repressdo significativa do gene. Apos este tempo, observou-se
uma indugdo da expressdao deste gene. No tratamento com a fracdo F2 foi observada

uma pequena repressao da expressao deste gene, seguida de uma pequena indugao.
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Figura 3 - Modulagdo da expressdo do gene ltga’ durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC =+ 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

Na figura 4 estdo demonstrados as modulagdes do gene Clec2, que codifica um
receptor do tipo lecitinas-C capaz de reconhecer proteinas/peptideos. Na avaliacao deste
gene apenas os macrofagos estimulados com a fragdo F2 apresentaram uma forte
expressdo deste gene em todos os tempos da cinética, exceto em lh. Na estimulagdo
com os conidios ou a fragdo F1 nos tempos de 30 min a 3h houve uma diminui¢do na

expressao deste gene e nos tempos de 6h e 24h ndo observou-se nenhuma modulagao.
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Figura 4 - Modulagao da expressdo do gene Clec? durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC + 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

Outro gene analisado foi o CdI4, que codifica o receptor CD14, e esta envolvido
no reconhecimento de lipopolissacarideo (LPS) e de outros componentes de parede
celular bacteriana. A andlise da expressao deste gene esta representada na figura 10 e
ndo teve sua expressao modulada pela fragcdo F2, em nenhum dos tempos analisados. Os
conidios induziram uma forte repressdo do gene apenas com lh de co-cultura e uma
leve estimulagdo nos tempos seguintes (Figura 5).

No tratamento realizado com a fragdo F1 de F. pedrosoi (Figura 5) observou-se,
a partir do tempo de 3h até o final da cinética, uma inducdo do gene Cd/4, que com 6h

atingiu o pico maximo de estimulagao.
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Figura 5 - Modulagdo da expressdo do gene Cdl4 durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC =+ 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

O gene Tlr2 codifica o receptor do tipo Toll-like 2, que € um importante receptor
de reconhecimento padrdo (PRR) capaz de reconhecer proteinas de bactérias gram-
positivas e zimosan em fungos (WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006). A expressao
deste gene no modelo estudado estd descrito na figura 6. Apds o tratamento com os
conidios do F. pedrosoi observou-se uma repressao da expressao com lh a seguir
observou-se uma indugdo com 6h apds interagdo dos macrofagos com conidios. Quando
o tratamento foi realizado com a fracdo F1 observou-se um comportamento semelhante,

com repressao do gene até 1h de estimulo e uma forte indug¢do do gene no tempo de 6h.
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A estimulagdo com a fragdo F2 reprimiu a expressao do gene at¢ 3h de

estimulacdo, diminuindo esta repressdo até que induziu sua expressao no tempo de 24h.

3
[ 4
'10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ab cde ab cde ab cde
Gene TIr2
=3  Macrofago + conidio R - gene reprimido a-30min
== Macrofago + F1 | - gene induzido b- :13:
c-
@l Macrofago + F2 NM - gene ndo modulado (- 6h
e - 24h

Figura 6 - Modula¢do da expressdo do gene 7T/r2 durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC + 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

O gene TIr4 codifica o receptor do tipo Toll-like 4, que reconhece
principalmente lipopolissacarideos (LPS) e outras moléculas como hifas de Aspergillus
fumigatus e polissacarideos da capsula de Criptococcus neoformans (WEST,
KOBLANSKY E GHOSH, 2006, SHOHAM et al, 2007). Na figura 7 observou-se que
a partir de 1h de tratamento com os conidios do F. pedrosoi houve uma baixa repressao
ou auséncia de modulacdo deste gene. A estimulagcdo dos macrofagos com a fragdo F1

ndo apresentou modulagdo significativa para este gene.
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A estimulacao dos macréfagos com a fracdo F2 induziu aumento na expressao
deste gene apenas no tempo de 24h, nos demais tempos analisados ndao houve

modula¢do da expressdo do gene.
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Figura 7 - Modulagdo da expressdo do gene 7/rl4 durante a cinética de interacdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC + 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido). Estatisticamente significativo *p < 0,02 em
comparados macréfagos com conidios com macrofagos com a fragdo F2 os tempos da cinética,
utilizando o teste de Bonferroni.
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4.3.2.Genes relacionado a ativacio celular

Ap6s a interagdo entre os componentes da parede celular do fungo e os
receptores presentes na sua membrana celular, ocorre uma importante etapa de ativacao
celular, que envolve diversas proteinas, algumas delas analisadas a seguir.

O gene MydS88 codifica a proteina citoplasmatica MyDS88, que ¢ uma proteina
adaptadora envolvida na via de sinalizacao dos receptores da IL-1 e do tipo Toll-like
(TLR) para ativar o fator de transcricio NF-kB (WEST, KOBLANSKY E GHOSH,
2006). A inducdo deste gene foi demonstrada na figura 8, e observou-se que até 1h de
estimulagdo com o conidio ndo houve alteracio na modulacdo do gene. Nos demais
tempos observou-se uma alternancia na indugao/repressao, sendo que com 24h houve
uma forte inducdo do mesmo. Este perfil de expressdo foi também observado com a
estimulacdo da fracdo F1, onde houve uma forte estimula¢do da expressdo do gene apds
24h de estimulo (Figura 8).

Quando o tratamento dos macrofagos foi realizado com a fracdo F2, o gene
MydS88 apresentou-se reprimido até 3h de estimulacdo. A partir deste tempo, a sua

expressao foi indetectavel.
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Figura 8 - Modulagdo da expressdo do gene Myd88 durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC =+ 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

O gene Nfxb codifica o fator de transcricdo NF-kB, que apods a ligacdo com a
regido promotora de genes de citocinas como TNF-q, IL-6 ¢ IL12 induz o aumento da
expressdo destes genes. Na figura 9 foi demonstrada a modulagdo do Nfxb e € possivel
observar que houve uma repressao na expressao do gene durante toda a cinética, quando
os macrofagos foram incubados com os conidios.

As fragdes F1 e F2 apresentaram um comportamento similar, com uma repressao

moderada do gene no tempo de 1h e um aumento na expressdo desse gene no tempo de

6h.
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Figura 9 - Modulagdo da expressdo do gene Nfkb durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC * 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

O gene do fator de repressdao de NFkappaB (Nkrf) codifica a proteina NxRF.
Conforme representado na figura 10, o gene Nkrf estava fortemente induzido em 30 min
de tratamento dos macréfagos com os conidios. Apods este tempo, a sua expressao
passou a ser reprimida nos demais pontos da cinética. A fracdo F1 inicialmente nao
modulou a expressdo deste gene, mas a partir do tempo de 3h foi observado repressao
do gene. A fracdo F2 induziu a expressdo do Nkrf nos tempos de 30min e 1h seguido

por uma diminuic¢ao da expressao do gene.
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Figura 10 - Modulagdo da expressdo do gene Nkrf durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC + 2,0)) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

O fator de transcri¢do nuclear NF-kB, apds ser ativado por diferentes estimulos,
¢ capaz de se ligar a regides promotoras de diversos genes, entre eles o que codifica o
gene Tnf-o responsavel pela produgdo da citocina TNF-a. A variagdo da expressao deste
gene ¢ foi demonstrada na figura 11. Os conidios do fungo F. pedrosoi praticamente
ndo modularam a expressdo do gene Tnf-a até o tempo de 6 horas de tratamento. Com

24 horas de incubag¢do observou-se uma repressao moderada. Apds a estimulagdo com a
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fracdo F1 observou-se uma alternancia entre a repressdo e a estimulacdo deste gene,
com repressao no tempo de 3h e a estimulagdo nos tempos de 30min e 6h. A fracdo F2
estimulou a expressdo deste gene nos tempos entre 30min a 6h. Apenas com 24h que

nao se observou modulacdo do gene (Figura 11).
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Figura 11 - Modulagdo da expressdo do gene Tnf-o durante a cinética de interagdo de com
macrofagos J774A.1 nas diferentes condigdes experimentais. Os dados estdo apresentados em
folds changes de dois experimentos realizados independentemente, feitos em triplicata em cada
um dos tempos analisados (30min, 1h, 3h, 6h e 24h). Os genes que tiveram a variacdo de sua
expressdo alterada em no minimo duas vezes (FC =+ 2,0) foram considerados como
diferencialmente expresso (induzido ou reprimido).

36



5. Discussao

Um dos aspectos importantes para que o sistema imunitario estabeleca uma
resposta imune eficiente a um patdgeno ¢ o reconhecimento antigénico, diferenciando o
que ¢ proprio do que € nao proprio (EMUCS, 2010). Este reconhecimento pode ocorrer
inicialmente ou mais tardiamente, envolvendo diferentes moléculas na superficie das
células do hospedeiro. Neste trabalho foi avaliado a cinética de expressdo de algumas
destas moléculas de reconhecimento antigénico bem como de outras envolvidas no
processo de ativagdo celular. O ponto de partida deste estudo foi a definicdo de uma
cinética de internalizagdo de conidios de F. pedrosoi por macrofagos J774A.1. Essa
cinética foi baseada nos dados definidos por Tavares et al (2007), que utilizando
macréfagos murinos e Paracoccidiodes brasiliensis numa cinética de 1, 3, 6 e 12h
obtiveram indice de internalizacdo de 90% das leveduras no tempo de 6h. Resultados
similares foram encontrados também para F. pedrosoi, onde os mesmos indices foram
observados no tempo de 6h, embora a cinética utilizada para essa intera¢do avaliou
todos os tempos, uma vez que nao ha para esse fungo nenhum trabalho semelhante.

Os mecanismos envolvidos na eliminacdo do F. pedrosoi, principal agente
etiolégico da cromoblastomicose, tem sido de grande interesse. A eliminagdo total do
fungo no organismo do hospedeiro depende tanto de uma terapia efetiva como da
integridade da resposta imunologica. Na infec¢do causada pelo F. pedrosoi, o principal
mecanismo de defesa ¢ mediado pelos fagocitos, principalmente neutrofilos e
macrofagos. A participagdo dos macrofagos na eliminacdo do fungo foi demonstrada
por Ahrens et al (1989), sendo que a atividade fungistatica ¢ dependente da sua
ativacdo, uma vez que os macrdfagos residentes nao apresentavam nenhuma atividade
fungicida e fungistatica in vitro quando incubados com leveduras do Fonsecaea
pedrosoi, dados confirmados por Farbiarz et al/ (1990). Apds a ativacdo, os macréfagos
sdo capazes de apresentar atividade fungistatica sobre o F. pedrosoi (ROZENTAL et al,
1994) porém nao apresentaram atividade fungicida. Apesar desta incapacidade de
eliminar o fungo, os macrofagos apresentam alta capacidade fagocitica (BOCCA et al.,
2006, NOBREGA et al., 2010).

Considerando que os macrofagos estdo presentes nas lesdes granulomatosas sem
desenvolver atividade microbicida efetiva, foi analisado a expressdo de alguns genes

envolvidos com o processo de ativagao destas células.
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A adesdo de microrganismos a tecidos do hospedeiro ¢ um evento crucial no
desenvolvimento da infec¢@o e esta relacionada como o primeiro passo da colonizagdo
dos microrganismos patogénicos. Da mesma forma a adesdo a matriz extracelular pelos
fagdcitos € um evento importante no processo de migragao celular e estabelecimento de
um processo inflamatorio. As integrinas sao responsaveis inicialmente por este processo
de adesdo, estando presentes na superficie celular de polimorfonucleares (WILLIAMS
E SOLOMKIN, 1999) e mondcitos/macrofagos (ABSHRIRE et al, 2011), e a partir de
estimulos intracelulares, ocorrem mudangas na conformagao do receptor da integrina e
subsequentemente da afinidade do ligante (HARJANTO e ZAMAN, 2010). As
integrinas sdo capazes de se ligar & matriz extracelular, e sdo dimeros, compostas por
duas cadeias, as subunidades a e 3, associadas por ligacdes ndo covalentes. A cadeia
alfa 5 da integrina ¢ codificada pelo gene lzga5 de camundongo (NCBI Entrez Gene),
associa-se a subunidade PB1, formando o complexo a5B1, que é o receptor de
fibronectina expresso em macrofagos, (SHIMA et al, 1995). As integrinas regulam a
motilidade do macréfago na migracdo para o local da inflamacdo, uma vez que a sua
deplecao ou bloqueio impede a formagdo de uma resposta inflamatéria completa
(LAVIGNE et al, 2007, ABSHIRE et al, 2011).

Conforme demonstrado na figura 3, a fragdo F1 do fungo que contem [-1-3-
glicana, induziu a expressdo do gene /zga5 a partir de 3h. Este aumento da expressao do
gene pode ser decorrente principalmente da interacao entre outros receptores com a f-1-
3-glicana., como o CR3 do complemento que ¢ um dimero de integrina formado por
apmP2 (CD11b/CD18), expresso constitutivamente em monodcitos, macrofagos, células
dendriticas, neutréfilos e células NK (BLYSTONE E BROWN, 1999). O CR3 embora
seja um ligante responsavel pela fagocitose de particulas opsonizadas pelo iC3b também
liga uma diversidade de outros ligantes como fator X da coagulagdo, fibrinogénio,
ICAM-1 e uma variedade de moléculas presentes na superficie de parasitas, bactérias e
fungos (GOODRIDGE E UNDERHILL, 2009). Conforme demonstrado em outros
estudos, a B-1-3-glicana pode ser reconhecida por este receptor em polimorfonucleares
(VETVICKA, THORNTON E ROSS, 1996, TSIKITIS et al, 2004). O reconhecimento
esta na cadeia oy do CR3 que possui alta afinidade por B-1-3-glicana, embora o
mecanismo esclarecendo como a ligagdo acontece ndo esteja totalmente definido
(GOODRIDGE E UNDERHILL, 2009). A repressdo da expressdo deste gene nos
tempos de 30 min e 1h da cinética pode estd relacionada com a baixa expressao deste

receptor na superficie dos macréfagos o que pode também interferir na sua adesao aos
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conidios do fungo. Este mecanismo de adesdo entre as células do hospedeiro e o fungo
ja foi descrito para varios fungos, entre eles o P. brasiliensis, que possui varias adesinas
que possibilitam o acesso ao interior das células para colonizagdo e crescimento
(MENDES-GIANNINI et al., 2006).

Outro receptor importante na adesao e ativacdo de monocitos e neutrofilos do
sangue periférico ¢ o CLEC-2 (KERRIGAN et al, 2009). O CLEC-2 ¢é expresso na
superficie de mondcitos e quando ativados via TLR, leva ao aumento da fagocitose e
producao de citocinas pro-inflamatorias, mas ndo ¢ capaz de induzir a explosdo
respiratoria. Em neutrofilos, este receptor estd envolvido na fagocitose de corpos
opsonizados por anticorpos e producdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a
(KERRIGAN et al, 2009). O CLEC-2 ¢ também expresso em outras células mieldides
(células dendriticas e granuldcitos), células da medula 6ssea, do sangue periférico e do
figado e células NK (SOBANOV et al, 2001). Este receptor pertence a subfamilia do
cluster Dectina-1 (HYSAMEN E BROWN, 2009). Um niimero de ligantes endégenos e
exdgenos tem sido identificados para CLEC-2, incluindo a rodocitina (veneno de cobra)
(SUZUKI-INOUE et al, 2006), HIV-1 (CHAIPAN et al, 2006), um ligante enddgeno a
podoplanina (SUZUKI-INOUE et al, 2006) e outras proteinas enddgenas (como
moléculas relacionadas com o MHC-1 ndo classico como o HLA-E, principalmente Qa-
1) (YOKOYAMA E PLOUGASTEL, 2003). O CLEC-2 ¢ também capaz de reconhecer
antigeno sialico X de Lewis (sLeX) (presente em varias células cancerosas e interage
com selectinas) ligados com B-glicanas de cadeias curtas (IMAIZUMI et al, 2009).

Observando as modulagdes do padrao de expressdo do gene Clec? (figura 4),
vimos que apenas os macrofagos estimulados com a fragdo F2 apresentaram indu¢do no
padrao de expressao deste gene em todos os tempos da cinética, exceto em 1h. Essa
inducdo associada a fracdo F2 do F. pedrosoi pode esta relacionada ao reconhecimento
de proteinas ou carboidratos presentes nessa fracdo que ¢ composta de a-1-3-glicana e
melanina. Nossos dados corroboram com os dados da literatura que demonstram uma
associacdo entre a ativacao dos fagocitos via CLEC-2 e aumento da producdo da
expressdo dos genes do TNF-a (figuras 4 e 11). A estimulacdo dos macréfagos via
CLEC-2 pela fragdo F2 pode aumentar a internalizacdo dos fungos, aumentar a
producdo de TNF-o, mas ndo estimular a producdo de mecanismos microbicidas pelos
macréfagos, como a explosdo respiratoria. Por outro lado, nas demais condi¢des com
conidios ou fra¢do F1 nos tempos de 30 min, 1h e 3h houve uma repressao na expressao

desse gene, provavelmente porque os conidios e a fracdo F1 apresentam uma quantidade
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de B-glicana maior na sua parede celular, que ativaram o macréfago por uma outra via
como Dectina-1.

Outra via de ativacdo dos macrofagos ocorre através dos receptores CD14 e dos
receptores do tipo Toll-like (TLR). O CD14 ¢ um receptor de membrana codificado
pelo gene Cdi4, que tem especificidade para lipopolissacarideo (LPS) (CLEVELAND
et al, 1996, PALSSON-McDERMOTT E O’'NEIL, 2004) e outros componentes de
parede bacteriana (ULEVITCH, et a/ 1995). O CD14 ¢ também considerado um co-
receptor importante na sinalizagdo de alguns receptores do tipo Toll-Like (TLR),
principalmente TLR2 e TLR4 (FIGUEIREDO et al, 2010). A associagdo TLR2 e TLR4
com CD14 induzem uma resposta inflamatéria com aumento da atividade fagocitica
pelos fagoécitos (SHOHAM et al, 2007, BARBOSA et al, 2007). A via de ativagdo
desses receptores ocorre através da cascata de sinalizagdo resultando na translocagao
nuclear de NF-kB e na indugdo de uma resposta pro-inflamatoria que inclui a producao
de TNF-o (SHOHAM et al, 2007). Figueiredo et al (2010) analisaram a participagdo do
CD14 na interagdo com conidios e ramnomananas de Pseudallescheria boydii
(Scedosporium apiospermum). Os macrofagos de camundongos C57BL/6 deficientes
Cd14", estimulados com conidios de P. boydii apresentam uma producao
comprometida de TNF-a quando comparada a macréfagos de animais selvagens,
inferindo que o reconhecimento dessas estruturas fingicas pode estar associada ao
receptor CD14 e TLR4.

Comparando com os nossos resultados, quando avaliamos a expressdao do gene
Cdl14, ap6s o tratamento com o conidio de F. pedrosoi, observamos que inicialmente
ocorreu repressdo na expressao do gene e uma leve estimulacdo nos outros tempos
analisados na cinética (Figura 5). O gene Cd/4 foi induzido apos a estimulacdo dos
macréfagos com a fragao F1 a partir do tempo de 3h até o final da cinética. Quando B-1-
3-glicana de E. gracilis purificada foi testada nesse experimento houve também indugao
do gene (dados ndo mostrados), demonstrando que a f-1-3-glicana, tanto do controle
positivo como presente na fragdo F1 foi capaz de estimular a expressdao dos genes do
receptor de CD14. A fragdo F2, que ndo possui B-1-3-glicana, ndo foi capaz de modular
a expressao deste gene.

Os tipos de PRRs mais descritos e estudados sdo os receptores Toll-like (TLR),
uma familia de proteinas transmembrana tipo I, que apresenta um dominio N-terminal
com sequéncias repetidas de leucina (LRR — leucina-rich-repeat) para ligagdo aos

PAMPs, um dominio simples transmembrana e um dominio de sinalizagao intracelular
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C-terminal. Esses receptores sao expressos nas membranas celulares e em
compartimentos subcelulares como os endossomos de diversos tipos celulares como as
células epiteliais e endoteliais, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (WEST,
KOBLANSKY E GHOSH, 2006).

O receptor Toll-like 2 (TLR2) foi originalmente considerado um ligante de
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram positivas. O TLR2 pode associar-se com
TLR1 ou TLR6, envolvidos no reconhecimento de uma grande diversidade de produtos
microbianos. A associagdo TLR2/TLRI1 reconhece uma sériec de PAMPs de origem
bacteriana, entretanto a associagdo TLR2/TLR6 ou TLR2 na forma de homodimérico
reconhece moléculas de fungos e protozoarios, como zimosan (mistura de glicanas,
mananas, proteina, quitina e glicolipideos extraidos de membrana celular de S.
cerevisae, o glicosilfosfatidilinositol e o glicoinositolfosfolipideo do parasita
Tripanosoma cruzi (WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006).

Na figura 6 foi observada a modulag¢do do gene 7/r2 que apds o tratamento com
os conidios do F. pedrosoi ou com a fracdo F1 apresentou uma inducdo de sua
expressao no tempo de 6h, e com a fracao F2 essa indugdo ocorreu no tempo de 24h. O
componente presente nessas duas fracoes ¢ [-glicana. Figueiredo et al (2010)
demonstraram que hifas de P. boydii também ricas no mesmo componente (-glicana)
sdo reconhecidas pela via TLR4 e CDI14. Nossos dados sugerem que esse
reconhecimento foi realizado via TLR2 (figura 6) e CD14 (figura 5). Para demonstrar
que a via de reconhecimento utilizada ¢ realmente via co-receptor CD14, verificamos a
estimulacdo dos niveis de transcritos de Myd§88, que estava reprimida no tempo de 6h
tanto na presenc¢a de conidio quanto da fragdo F1.

Bitencourt et a/ (2006) demonstraram que os conidios Pseudallescheria boydii
possuem o-glicana em sua parede celular e esse componente pode ser reconhecido pelos
receptores TLR2 e CDI14 presente na superficie dos macrofagos, estimulando essas
células a produgdo de citocinas. A fragdo F2 do Fonsecaea pedrosoi apresenta a-glicana
em maior quantidade, e promoveu a inducao apenas no tempo de 24h, entretanto quando
observamos o Cdl4 nesse mesmo tempo, observamos que esse gene estava nao
modulado, indicando que esse reconhecimento utilizando esta via ocorre em um
momento mais tardio da cinética que ndo foi contemplado neste estudo. Para descartar a
rota de reconhecimento via MyD88, observamos que nesse tempo esse gene encontrava-

se reprimido.
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Uma outra possibilidade para explicar esse reconhecimento da fragdo F2 via
TLR2, seria através de homodimeros desse receptor (TLR2/TLR2), que ¢ capaz de
reconhecer zimosan (WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006). Como a fragdo F2
possui um segundo constituinte que ¢ a melanina, e esta € rica em carboidratos (manose,
galactose e glicose), aminoacidos (acido aspartico, acido glutamico, leucina, glicina e
alanina) e 4cidos graxos saturados (dcidos palmitico, oléico, estearilico e linoléico)
(ALVIANO et al, 1991), componentes que também fazem parte do zimosan, o aumento
nos niveis de transcritos de 7/r2 poderia ser explicada pela presenga destes componentes
na fracao F2.

O TLR4 ¢ o receptor do ligante de LPS mais estudado e essa ligacdo induz uma
produgdo de mediadores pro-inflamatorios como TNF-q, IL-1 e IL-6. O TLR4 isolado
nao ¢ suficiente para uma resposta adequada ao LPS, e a associacdo com CD14 ou MD-
2 sdo necessarios, o que faz com que outros ligantes sejam reconhecidos, entre eles, as
hifas de Aspergillus fumigatus e polissacarideos da capsula de Criptococcus neoformans
(WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006, SHOHAM et al, 2007). Foi demonstrado que
a sinalizacao via TLR4 esta associada a um aumento da severidade da infec¢do causada
por P. brasiliensis, com aumento da producao das citocinas pro-inflamatorias e células
T-regulatorias (LOURES et al, 2010) Os genes 71r2 e Tlr4 foram escolhidos no estudo,
pois entre os receptores 7oll-like sdo os Unicos que reconhecem uma grande diversidade
de PAMPs, como aqueles presentes na superficie dos fungos (WEST, KOBLANSKY E
GHOSH, 2006). Nos dados demonstrados na figura 7 ocorreu a indugdo significativa do
gene Tlr4 na presenca da fracdo F2 no tempo de 24h e na presenca de conidios no
tempo de 30 min.

Shoham et al (2001) estudaram a resposta do hospedeiro a glicuronoxilomana
(GXM) de C. Neoformans e demonstraram que o reconhecimento desse componente
ocorre via receptores TLR4 e CD14, com translocacdo de NF-kB para o nucleo, mas
com uma ativagdo incompleta porque ndo hd producdo de TNF-a. A fragdo F2 ¢
composta de melanina, que possui carboidratos como as mananas em sua composicao e
que podem estar sendo reconhecidas pela mesma via no tempo de 24h (ALVIANO et al,
1991). Quando observamos a modulacdo do gene Cd/4 no tempo de 24h vemos que
esse gene se encontra ndo modulado, 0 mesmo ocorreu para o Myd§8§, cujo transcrito
ndo foi detectado nesse tempo. Sabendo que o TLR4 sozinho ndo responde
adequadamente ao antigeno, e necessita sempre de uma molécula adaptadora para ser

ativado, e que existem trés possiveis moléculas adaptadoras capazes de interagir com
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TLR4, como o CD14, MyD88 ¢ MD-2 (WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006),
como o0s nossos resultados com os transcritos dos genes Cd/4 e Myd88 apresentaram-se
ndo modulados, a avaliagdo do gene Md-2 talvez traga melhores explicagdes para esse
resultado, confirmando ou descartando o reconhecimento dessa fragdo por essa via.
Outra alternativa de reconhecimento da fracdo F2, seria através de seu outro
componente, a o-glicana. Conforme descrito anteriormente, Figueiredo et a/ (2010)
demonstraram que conidios de Pseudallescheria boydii que s3o ricos em a-glicana
(BITTENCOURT et al, 2006), sao reconhecidos por receptores TLR4 e CD14, sendo
que o componente presente no conidio responsavel por essa ativagdo sao as
ramnomanas, com produ¢do da citocina TNF-a. Nos nossos resultados o CD14 nao
estava modulado o que nos levou a descartar essa via. A segunda ativacao do gene 7/r4
ocorreu na presenca conidios no tempo de 30min. Quando conferimos a expressao do
gene do Myd88 observamos uma leve indu¢dao no tempo de 30 min proporcional a
inducdo do gene T/r4. Essa via de ativacdo TLR4/MyD88 ndo ¢ descrita como sendo
capaz de reconhecer componentes fingicos, embora a auséncia do gene do MyD88 seja
considerado mais importante que a deficiéncia dos gene de TLR2 e TLR4 em modelos
animais, no reconhecimento de leveduras de P. brasilienses (CALICH et al, 2008).

O MyD88 (myeloid differentiation factor 88) ¢ uma molécula adaptadora
utilizada por receptores TLR2 e TLR4. A sinaliza¢do dependente de MyD88 ¢ iniciada
por uma mudanca conformacional no dominio citoplasmatico do receptor TLR induzida
por um PAMP, que leva a associacdo de MyD88 com os receptores TLRs através da
interagdo entre seus dominios de tirosina. A via de sinalizacdo dependente de Myd88
estd esquematizada na figura 13. A ativagdo das vias envolvendo o MyD88 modula a
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB, que controla a expressao de diversos genes de
citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1p (WEST,
KOBLANSKY E GHOSH, 2006). A indugdo do gene do Myd88 foi demonstrada na
figura 8, e o que nos chama atencdo ¢ a oscilagdo entre indugdo/repressdo desse gene
apods o tratamento com conidios ou a fracdo F1 de F. pedrosoi, embora nos tempos de 6
e 24h para ambos a indugdo tenha sido predominante.

Quando foi comparado esses resultados do tratamento com conidios ¢ o CD14,
observou-se que esses dados sdo interessantes. Com o tratamento do conidio, a
expressdo do Cdl4 estd induzido em 6h apenas e seus resultados foram compativeis
com a indugdo de T7Ir2, entretanto quando observou-se o Myd88, com esse mesmo

tratamento, vemos que sua indugdo ocorreu em 30min, 3h e 24h, ou seja, estas
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moléculas ndo foram estimuladas em sobreposicdo. Em 30min observamos o aumento
de 7lr4 também, o que compatibiliza esse resultado, mas em 6 e 24h ndo houve indugao
nem de 7/r2 e nem de 7lr4, entretanto o aumento de Myd88 talvez seja um indicio
favoravel ao hospedeiro no curso da infeccdo com F. pedrosoi. Calich et al (2008)
demonstraram que a deficiéncia de MyD88 favorece a infecg¢do severa por leveduras de
P. brasiliensis, através de eventos associados a ativacao celular. Nossos dados apontam
para um caminho em que esse aumento de MyD88 possa estd contribuindo com o

processo de ativagao dos macrofago.
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Figura 12 — Representacdo esquematica da cascata de sinalizag@o induzido via receptores Toll-
like (adaptada de WEST, KOBLANSKY E GHOSH, 2006).
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Com a estimulacdo com a fracdo F1, os niveis de expressdao do gene Myds§§
estava induzido em 3 e 24h, e reprimido em 6h. Comparando esses dados com CdI4
observou-se aumento a partir de 3h até o fim da cinética. No tempo de 6h quando
MyD88 estava reprimido, o Cdl4 estava aumentado e seus resultados foram
compativeis com a ativacao 7/r2, entretanto o aumento de Myd88 nos tempos de 6 ¢ 24h
que ndo foram compativeis com os receptores 7/r2 e Tlr4, que sdo os receptores que
interagem com essa molécula. Sendo assim, ¢ necessario o estudo de outras moléculas
para compreender o grau de envolvimento do gene MydS88 e novos experimentos para
melhor compreensdo desse resultado.

Apoés a ativagdo dos receptores Toll-like, alguns fatores de transcricdo sdo
ativados em decorréncia desta ativacao, como o NF-kB ¢ o NkRF e ocasionando a
secrecao de citocinas como o TNF-a.

O NF-kB ¢ um heterodimero formado por duas subunidades p65 (RelA) e p50,
que formam a molécula ativa p50/RelA. Quando nd3o estimulado, o fator NF-xB
encontra-se no citoplasma ligado a proteinas inibitorias pertencentes a familia de
proteinas Rel, que sdo as IkB. A formagdo do complexo IkB/NF-xB impede a
translocacdo do NF-«xB para o nicleo (BAEUERLE E BALTIMORE, 1996). Para que o
NF-«B seja translocado ao nucleo ¢ necessario que ocorra fosforilagao e degradacdo da
IxB. Uma vez estimulado a proteina IkB recebe a adicdo de ubiquitina pela ubiquitina
ligase, e torna-se fosforilada sendo em seguida degradada pelo complexo proteassoma
268, liberando NF-kB, que pode ser transportado para o nucleo onde sera ligado aos
genes que apresentam a sequéncia regulatoria junto a regido promotora, levando a um
aumento na expressao do gene alvo (BAEUERLE E BALTIMORE, 1996, BALDWIN,
1996, GOSH, MAY E KOPP, 1998).

Na figura 9, foram apresentados os dados da modulagdo da expressao do gene
Nf«b. Na presenga do conidio durante toda a cinética ndo houve detec¢do de transcritos.
Para melhor compreender a modulag@o desse gene observamos o que aconteceu com 0s
genes que possuem uma relacdo direta com a sua ativagdao ou repressao (Cdl4, Tir2,
Tlr4 e Myd88). Com 30min apds esse tratamento com conidios os genes Myd88 e Tlr4
apresentavam um aumento nos niveis de transcritos, mas o Nfkb estava reprimido, o que
impede a sua translocagdo para o nucleo e consequente transcri¢ao. Essa repressdo
provavelmente foi controlada pela modulagdo do padrdo de expressdo do gene Nxrf, que
estava induzido nesse mesmo tempo. Com lh Cdi4, Tlr2 e Tlr4 estavam reprimidos e

acompanharam a repressao do Nfkb, com 3h Tlr4 e o Nfkb estavam reprimidos embora
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Myd88 estivesse induzido, e com 24h o que aconteceu para 7/r2 desta vez aconteceu
para Tlr4. No tempo de 6h com esse mesmo estimulo Cd/4 e Tlr2 estavam induzidos,
mas o Nfkb estava ndo modulado, o que também impede sua translocagdo para o nticleo
embora o Nkrf, que pode regular negativamente essa translocagdo estivesse reprimido.
Observando a estimulagdo com a fragdo FI no tempo de 1h foi observado que o 7i/r2
estava reprimido e o NFxB também reprimido e nenhuma modulagdo observada para
NkRF e Tnf-a. Com 6h, Tlr2 e Cdl4 estavam induzidos com Nfkb e Tnf-a também
ativados, com uma via de sinalizacdo completa sendo realmente capaz de reconhecer [3-
glicana de F. pedrosoi por essa via, do mesmo modo que Figueiredo et al (2010)
demonstrou para hifas de P. boydii com esse mesmo componente. Para a estimulagdo
com a fragdo F2, o Nfikb estava reprimido no tempo de 1h, quando foi comparado com
os genes que se correlacionam observamos que Myd88 e Tlr2 também estavam
reprimidos, provavelmente pela inducao do Nkrf.

O gene Nxrf (fator de repressdo do Nf«kb) codifica a proteina NkRF um repressor
de transcricdo que interage com elementos regulatorios negativos para reprimir a
transcricdo de alguns genes responsivos ao fator nuclear kappa B (NF-kB).

A modulacdo da expressdo do fator de repressdo do NFkB, demonstrado na
figura 9, apresentam indugao/repressao compativel com a expressao dos genes do Nf«b.
Para a fragdo F2 a inducao em 30min e em 1h reprimiu o Nfkb, que ndo foi translocado
ao nucleo para ser ativado.

A via de ativagdo do NF-xB dispara uma cascata de sinalizacdo que resulta na
translocacdo nuclear do NF-kB e na induc¢ao de uma resposta inflamatoria pela ativacao
do gene Tnf-o. que induz a produgdo desta citocina (SHOHAM et al, 2007).

O tratamento com a fracdo F1 no tempo de 6h foi discutida anteriormente com o
gene Nfib, a repressdo em 3h estava de acordo com a repressao em Nfkb e Nkfr também
reprimidos, ¢ a indugdo em 30min nossos dados ndo sdo capazes de explicar, pois
Myd88 e Tlr2 estavam reprimidos e Cd14 e Tlr4 estavam nao modulados. Com conidios
a repressdo observada com 24h confirma a repressao do Nxfr (figura 10). A fracdo F2
que estimulou a expressdo de 7nf-a em 30min, 1h, 3h e 6h, apresentou um
comportamento que pode ser explicado pelo aumento da expressao do gene para a Clec-
2, que quando expresso em neutrofilos, ¢ capaz de mediar a fagocitose e induzir a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a em resposta a ligantes como a

rodocitina, sem induzir uma explosao respiratoria (KERRIGAN et a/, 2009).
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Os resultados obtidos nesse trabalho sdo pioneiros na identificagdo de genes
expressos apOs a interacdo entre o F. pedrosoi-fagocito, e proporcionaram o
entendimento inicial do processo infectivo deste fungo, além de fornecer dados novos

que abrem novas perspectiva no estudo da patogénese da cromomicose.
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6. Conclusao

Os dados apresentados no presente estudo avaliaram os tempos iniciais de
interacdo entre os conidios de F. pedrosoi ou suas fragcdes de parede celular (F1 e F2) e
os macrofagos, através da analise da expressdo de genes relacionados com adesdo,
fagocitose e ativagdo celular. Apos a andlise dos nossos resultados, concluimos que as
fragdes da parede celular de F. pedrosoi, apos interagirem com os macréfagos J774A.1,
produzem mudangas temporais na modulacao da expressao de genes envolvidos com a
ativacdo destas células, e que essas fragdes em conjunto na parede celular da forma
infectante do fungo poderiam explicar as alteragdes funcionais induzidas nesta célula,

que a tornam incapaz de eliminar esse fungo.
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8. Anexos

8.1. Anexo I — Tabelas com valores de fold-change dos experimentos realizados em
RT-PCR em tempo real

Tabela 3 — Niveis de expressao do gene ltga5 de macrofagos nas diferentes condigoes
experimentais

Condigdo estudada  Macréfago + Macrofago + Macrofago +

Cinética de tempo conidio F1 F2

30 min -2,63 -1,19 -1,66
(+0,087) (£0,200) (+0,103)

1h -2,63 -4,0 -2,43
(x0,060) (£0,011) (£0,215)

3h -1,35 2,93 2,37
(£0,060) (£0,500) (+0,033)

6h 1,00 4,48 1,73
(£0,052) (£0,021) (+0,076)

24h 1,07 1,97 0,97
(£0,001) (£0,063) (+0,072)

Tabela 4 - Niveis de expressdao do gene Clec2 de macrofagos nas diferentes condigdes
experimentais

Condicio estudada  Macréfago + Macréfago + Macréfago +

Cinética de tempo conidio F1 F2

30 min -3,12 -3,33 19,1
(£0,093) (£0,046) (+0,036)

lh -5,88 -25,0 -10,0
(£0,093) (£0,070) (+0,217)

3h -5,0 -10,0 4,46
(£0,035) (£0,207) (+0,080)

6h -1,33 1,86 77,1
(+0,101) (£0,064) (£0,047)

24h 1,32 -1,28 10,1
(£0,098) (£0,091) (+0,055)

Tabela 5 - Niveis de expressdao do gene Cd/4 de macrofagos nas diferentes condi¢des
experimentais

Condicio estudada  Macréfago + Macrofago+  Macréfago +

Cinética de tempo conidio F1 F2

30 min -1,96 1,12 -1,49
(£0,074) (+0,200) (+0,085)

lh -9,99 1,15 -1,20
(£0,080) (£0,041) (+0,007)

3h 1,82 3,04 -1,85
(£0,080) (+0,053) (+0,015)

6h 3,05 35,5 1,06
(£0,237) (+0,200) (+0,098)

24h 2,21 8,61 1,38
(£0,018) (£0,012) (+0,179)
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Tabela 6 - Niveis de expressao do gene 7/r2 de macrofagos nas diferentes condi¢des

experimentais

Condigdo estudada  Macréfago + Macréfago +

Cinética de tempo conidio F1

30 min -1,66 -7,69
(£0,043) (£0,049)

1h -5,88 -2,38
(£0,105) (£0,099)

3h 1,03 1,50
(0,106) (£0,043)

6h 5,10 21,8
(+0,066) (£0,068)

24h -2,08 1,74
(+0,010) (£0,053)

Macréfago +
F2

-5,0
(£0,185)
-3,33
(£0,215)
-3,44
(x0,015)
Indetectavel

5,08
(+0,200)

Tabela 7 - Niveis de expressao do gene 7/r4 de macrofagos nas diferentes condi¢des

experimentais
Condi¢do estudada  Macrofago + Macrofago +
Cinética de tempo conidio F1
30 min 2,34 -1,25
(+0,103) (+0,031)
1h -2,56 -1,51
(+0,130) (+0,003)
3h 3,12 -1,88
(+0,097) (£0,079)
6h -2,63 1,12
(£0,055) (£0,051)
24h -1,35 1,02
(+0,099) (£0,070)

Macrofago +
F2

1,95
(+0,062)
1,75
(+0,048)
1,08
(+0,135)
1,32
(+0,068)
2,46
(+0,159)

Tabela 8 — Niveis de expressdo do gene Myd88 de macrofagos nas diferentes condigdes

experimentais
Condi¢do estudada  Macrofago + Macrofago +
Cinética de tempo conidio F1
30 min 2,03 -3,70
(+0,091) (+0,129)
1h -1,16 -1,40
(£0,078) (+0,100)
3h 3,68 2,26
(+0,070) (*0,311)
6h -3,22 -2,04
(+0,076) (£0,051)
24h 13,84 35,5
(+0,200) (+0,109)

Macrofago +
F2

-6,66
(£0,146)
-3,44
(£0,120)
-6,25
(x0,015)
Indetectavel

Indetectavel
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Tabela 9 - Niveis de expressdao do gene Nfkb de macréfagos nas diferentes condigdes

experimentais
Condigéo estudada Macrofago + Macréfago +  Macrofago +
Cinética de tempo conidio F1 F2
30 min -125,0 1,76 2,95
(£0,113) (£0,125) (x0,110)
1h -3,57 -3,44 -4,54
(£0,034) (£0,028) (£0,194)
3h -4,34 -2,17 -1,08
(£0,034) (£0,135) (£0,058)
6h -1,56 4,53 6,80
(£0,049) (£0,062) (x0,078)
24h 2,27 1,40 1,62
(£0,066) (+£0,163) (£0,094)

Tabela 10 - Niveis de expressao do gene Nkrf de macrofagos nas diferentes condigdes

experimentais
Condigéo estudada Macrofago + Macréfago +  Macrofago +
Cinética de tempo conidio F1 F2
30 min 48,0 1,39 27,6
(£0,113) (£0,044) (£0,053)
1h -1.33 -1,28 8,75
(£0,028) (£0,071) (£0,085)
3h -16,6 -7,69 1,62
(£0,028) (£0,015) (£0,154)
6h -250,0 -50,0 -2,85
(x0,077) (£0,084) (£0,081)
24h -12,5 -9,09 1,77
(£0,081) (£0,140) (£0,120)

Tabela 11 - Niveis de expressao do gene Tnf-a de macrofagos nas diferentes condigdes

experimentais

Condicao estudada

Cinética de tempo

30 min

1h

3h

6h

24h

Macrofago +

conidio

-1,78
(+0,059)
2,14
(+0,096)
1,81
(+0,052)
1,31
(+0,071)
2,56
(+0,052)

Macrofago +
F1

2,26
(+0,106)
-1,06
(x0,015)
-3,33
(£0,026)
3,09
(£0,067)
-1,47
(£0,053)

Macrofago +
F2

2,49
(+0,130)
2,11
(+0,088)
2,85
(+0,069)
7,52
(+0,108)
1,60
(+0,092)
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8.2. Anexo II — Producao Cientifica

8.2.1.Artigo completo publicado
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Abstract Chromoblastomycosis is a chronic, suppu-
rative and granulomatous mycosis whose main etio-
logic agent is the fungus Fonsecaea pedrosoi. The
severity of chromoblastomycosis clinical manifesta-
tions correlates with the Th1 or Th2 immune response,
and an efficient cellular immune response depends on
the interaction between immune cells and the cell wall
of the fungi, which is able to promote this activation.
The objective of this study was to analyze the influence
of cell wall fractions of Fonsecaea pedrosoi on the
activation of peritoneal phagocytes obtained from mice.
Our results revealed that after 4 h of inoculation with
fungal cell wall components, there was a cell migration
predominantly comprised of neutrophils followed, after
72 h, by migration of the macrophages. After 4 h, the
F2 fraction caused increased production of nitric oxide
in phagocytes, but this effect was not observed in the
phagocytes after 72 h. The F1 fraction stimulated
production of IL-12 in cells that migrated after 72 h,
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while the inactivated fungus and the F2 fraction led to
production of IL-10. The F2 fraction decreased the rate
of phagocytosis and increased the production of IL-10.
Our results suggest that the F2 fraction and its
components caused an important disruption of micro-
bicidal mechanisms negatively modulating the immune
response and favoring the persistence of the fungus.

Keywords Chromoblastomycosis -

Melanin - Fonsecaea pedrosoi - a-1-3-glucan -
f-1-3-glucan - Macrophages - Neutrophils -
Nitric oxide and cytokines

Introduction

Chromoblastomycosis is a chronic granulomatous
fungal infection usually observed in the skin and
subcutaneous tissue. It is caused by various demat-
iaceous fungi, among which Fonsecaea pedrosoi is
the major causative agent in Brazil [1, 2]. The natural
niche of F. pedrosoi is the soil, rotten wood and
decomposing plant material [3].

Dematiaceous pathogenic fungi form dark polymeric
pigments, generally referred to as melanin, which are
stored in intracellular vesicles called melanosomes [4]
and deposited on the fungal cell wall [5]. As described
for similar pathogens, F. pedrosoi cell constituents are
related to virulence [5] in that the lipids and cell wall
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polysaccharides are responsible for the formation of
granulomas [6], and other components can reduce the
effectiveness of cell-mediated response [7].

The granulomas in chromoblastomycosis are
mostly of the tuberculoid type, which is an infiltrate
of chronic inflammatory cells with sclerotic bodies
inside giant cells or free in intradermal micro-
abscesses and hyphal segments. This lesion is
accompanied by extensive and progressive dermal
fibrosis [8]. The onset of disease depends on host
resistance and fungal virulence. In the course of
infection, the fungus comes into contact with phago-
cytes such as macrophages and neutrophils, which
play an important role in the host response [5, 9, 10].

Macrophages are considered fungistatic only if
activated; otherwise, they fail to kill ingested fungal
cells [9, 10]. Although damage to or death of fungal cells
is rarely observed, the interaction between F. pedrosoi
and activated macrophages induces an oxidative burst
[10]. However, peritoneal macrophages from infected
mice are unable to produce NO, and macrophages from
non-infected mice incubated in vitro with the fungus
produce low levels of nitric oxide [7]. Neutrophils can
kill F. pedrosoi; their extracellular cytotoxicity is
marked by an oxidative burst and peroxidative activity
is observed, suggesting a synergetic effect of myelo-
peroxidase production and a respiratory burst, which
explains the differences in effectiveness between neu-
trophils and macrophages in killing the fungus [11].

Fungal persistence and multiplication are related
to an inhibition of the Thl response and an exacer-
bated Th2 response as a consequence of several host-
and pathogen-related factors. Patients with a severe
form of the disease produce interleukin (IL)-10 and
low levels of interferon gamma (IFN-y) and display
an inefficient proliferation of T cells. Patients with a
mild form of the disease, in contrast, produce high
levels of IFN- 7, low levels of IL-10 and a powerful
T-cell proliferative response. Tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) production is the same in all patients
analyzed [12, 13]. Antifungal therapy does not
improve the cellular immune response [14].

Fungal persistence in chromoblastomycosis is
associated with the continuous release of cell wall
components, which provide a specific stimulus to the
development of sustained granulomatous lesions and
to constant cell migration to the inflammation site.
Different components of F. pedrosoi cells such as
lipids and cell wall polysaccharides have been
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implicated in granuloma formation in chromoblasto-
mycosis [15, 16]. The polysaccharides present in the
cell wall of several fungi including Fonsecaea pedro-
soi can be separated into three fractions. The F1
fraction consists predominantly of f-1-3-glucan and
chitin; the fraction F2 is mainly composed of «-1-3-
glucan and melanin; and the F3 fraction is composed
of galactomannan and most proteins [15, 17-19].
Melanin also influences the course of the disease; its
presence correlates with virulence in different micro-
organisms, such as Cryptococcus neoformans [20] and
Paracoccidioides brasiliensis [21], and appears to
contribute to virulence by enhancing the resistance of
fungal cells to attack by host immune cells [22].

Considering the importance of cell wall compo-
nents in granuloma formation and the inability of
macrophages to kill the fungus upon internalization,
the objective of this study was to evaluate phago-
cyte activation by different cell wall fractions of
F. pedrosoi to establish a correlation between these
components and pathogenesis.

Materials and Methods
Fungal Strain and Culture

An isolate of Fonsecaea pedrosoi was obtained from
a patient with chromoblastomycosis and was main-
tained in the Mycology Laboratory of University
Hospital in Brasilia -Brazil (HUB/UnB).The strain
was cultured at 37°C for 14 days in Sabouraud
medium before being used for conidia and hyphae
forms. The conidia and hyphae fragments were
scraped from the surface in phosphate-buffered saline
(PBS), vortexed to detach conidia, and the heavier
debris was allowed to settle for 10 min. Fungus cells
were quantified with a hemocytometer, and suspen-
sions containing 1 x 10° conidia ml™"' were prepared
and killed with heat for 20 min at 120°C.

Cell Wall Fractions
Fraction F1

The mycelia was inactivated with 5% formaldehyde for
24 h, filtered onto tissue paper, washed 3 times with
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distilled water and dried at room temperature. Then, the
material was frozen with liquid nitrogen to rupture the
cells of the fungus, diluted in distilled water and
centrifuged 5 times at 2,000x g to remove cells debris.
The cell wall was then subjected to lipid extraction with
chloroform:methanol (2:1 v/v) as described previously
by Silva and Fazioli [15]. The lipid-free wall material
was extracted with alkali for 4 h, as described by
Kanetsuna et al. [23]. Briefly, the material was
suspended in 10 mg/ml 1 N NaOH and gently stirred
at room temperature for 1 h. After centrifugation at
5,000 g for 10 min, the supernatant was collected, the
procedure was repeated four times and all the superna-
tants were combined. The alkali-insoluble precipitate
was washed with water until it reached pH 7.0, and then
sequentially with ethanol, acetone and diethyl ether
(v/v/v). The resulting white powder was called fraction
F1. The amounts of F1 used in these experiments were
based on our previous results of migration kinetics
experiments (data not shown). The F1 concentration
that induced a total leukocytes migration similar to that
of thioglycolate was 300 pg/ml solution in phosphate
buffer (PBS) and was inoculated 1.5 ml into the
peritoneal cavity of the animals.

Fraction 2

The supernatant of fraction F1 was neutralized by the
addition of chloridric acid (HCl 1 M). The precipitate
containing the pigment was centrifuged at 5,000 x g for
10 min at 4°C and washed three times with distilled
water. The insoluble pigment was diluted in 0.1 M
HCI and centrifuged repeatedly at 10,000 g, until the
supernatant was colorless, to remove cell debris. The
precipitate was collected, resuspended in water, dia-
lyzed against distilled water [24], forming a fraction
F2 (alkali-soluble, acid precipitable) that is liquid. The
amounts of F2 used in these experiments were defined
on our previous results of migration kinetics experi-
ments (data not shown). The F2 concentration that
induced a total leukocytes migration similar to that of
thioglycolate was 1.5 ml of a 1:10 solution of F2
fraction in phosphate buffer (PBS) that was inoculated
into the peritoneal cavity of the animals.

Animals

Swiss mice, 8 weeks old with food and water ad
libidum, were used in all experiments. The project

was reviewed by the Ethics Committee on Animal
Use of the University of Brasilia. The mice were
divided into 8 groups of 5 animals each, which were
inoculated with 1.5 ml of each of the solutions,
according to the group. After 4 (groups 1-4) or 72 h
(groups 5-8), the animals were bled and peritoneal
cells were collected. Groups 1 and 5 received
thioglycolate (3%), groups 2 and 6 received inacti-
vated fungus (1 x 10° fungi cells/ml), groups 3 and 7
received fraction F1 (300 pg/ml) and groups 4 and 8
received fraction F2 (1:10). The experiments were
carried out in duplicate.

Cell Culture

Treatment-elicited cells were obtained as reported
previously. A peritoneal lavage was performed 4 or
72 h after treatment using 10 ml of cold phosphate
buffer. The resulting suspension was pelleted at 4°C for
10 min at approximately 300x g and the supernatant
removed. The cells were resuspended in RPMI 1,640
containing 2 mM L-glutamine, 12.5 units/ml penicillin
and 6.25 mg/ml streptomycin at 3 x 10°cells/ml. One
hundred microliters of the cell suspension was plated in
a flat-bottom 96-well microtiter plate onto appropriate
plastic tissue culture wells, incubated for 30 min at
37°C in an atmosphere of 5% CO,, washed three times
with PBS to remove non-adherent cells and cultured
with fresh medium containing 5% fetal calf serum
(FCS). The cultured cells were treated with 100 U/ml
interferon gamma (IFN-y) (Gibco BRL, 1100057,
USA) and 1 pg/ml lipopolysaccharide from Esche-
richia coli (LPS) (Sigma—Aldrich, USA). After 24 h,
supernatants were collected and centrifuged at 350x g
for 10 min and then stored at —70°C until they were
assayed for cytokines and NO.

Citologic Analyses of Leukocytes
in the Peritoneal Lavage Fluid

Cells from the peritoneal space of animals of
different groups were harvested by peritoneal lavage
as described in Cell culture. Before pellet being
resuspended in RPMI, 10 pl was used to smear
prepared on 1% BSA/PBS-coated slides. The cells
were air-dried, fixed with methanol and stained with
Giemsa. Differential cell counts were performed
under oil immersion microscopy. A total of 400
cells were counted and classified as lymphocytes,
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macrophages or neutrophils based on morphological
criteria.

Phagocytic Index

Peritoneal macrophages (1.5 x 10°) from F. pedrosoi
infected or non-infected mice adhered onto 24-well
plates were incubated with a suspension of Saccha-
romyces cerevisiae (3 x 10° cells/well) in the pres-
ence of 10% fresh mouse serum for 30 min in an
atmosphere of 5% CO, in air. Afterward, the cells
were rinsed with RPMI 1,640 medium to remove
non-phagocytosed yeast, fixed with absolute metha-
nol and stained with 20% buffered Giemsa solution.
The number of attached and/or ingested yeast cells
per 200 macrophages in duplicate preparations was
microscopically evaluated. The phagocytic index was
calculated by the average number of yeasts ingested
by macrophages multiplied by the percentage of these
cells engaged in phagocytosis.

Evaluation of Production of Nitric Oxide

Nitric oxide (NO) was indirectly evaluated through
the release of nitrite (NO, ™) into culture supernatants
of peritoneal cells by the microplate Griess assay, as
previously described [25]. Thioglycolate-elicited
phagocytes (3 x 10°) obtained after 4 or 72 h from
normal mice were incubated with melanin diluted in
RPMI 1,640 medium for 24 h in a humidified
incubator at 37°C in an atmosphere of 5% CO, plus
air in the presence or absence of IFN-y (100 U/ml)
and LPS (1 pg/ml). The presence of NO,  in the
supernatants was determined by the microplate Griess
assay in an ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) microplate reader with a 450 nm filter.

Cytokines

The cytokines produced by peritoneal cells were
tested by ELISA. The supernatants of cell cultures
were collected and the presence of TNF-¢, IL-10 and
IL-12 were assayed per the manufacturer’s recom-
mendations (BD Biosciences Pharmigen, USA). The
concentrations of cytokines were determined using
standard curves with serial dilutions of TNF-«, IL-10
and IL-12 and expressed in pg/ml. The curve for
TNF-a ranged from 15.6 to 1,000 pg/ml, the IL-10
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curve was 31.3 to 2,000 pg/ml and IL-12 curve
ranged from 62.5 to 4,000 pg/ml (BD Biosciences
Pharmigen, USA).

Statistical Analysis

Differences between control and experimental groups
were analyzed by ANOVA, followed by the Bonfer-
roni r-test. A probability lower than 0.05 was
considered significant.

Results

Influence of F. pedrosoi Cell Wall Components
on Leukocyte Migration to the Murine
Peritoneum

Four hours after addition of the stimulating agent,
most leukocytes that migrated to the peritoneum in
all groups were neutrophils (88% of all leukocytes
in the thioglycolate group; dead fungus, 65%; F1
fraction, 80%; F2 fraction, 60%). After 72 h, we
observed that the dead fungus and the F2 fraction
predominantly induced lymphocyte migration (80
and 60%, respectively), whereas the F1 fraction
mainly attracted macrophages (59%) (Fig. 1). These
differences in the late stages of the migratory
response influence the inflammatory pattern dis-
played by the tissue.

Influence of F. pedrosoi Cell Wall Components
on Nitric Oxide Production

The in vitro adherent cells of the group stimulated
with the F2 fraction for 4 h produced nitric oxide
both in the presence and in the absence of IFN-y and
LPS. The cells from other groups produced less NO
than those from controls (thioglycolate). At 72 h, this
compound was not induced in the cells of any group
relative to controls; this lack of response was
unchanged with in vitro stimulation with IFN-y or
LPS, with the exception of the F2 fraction group,
whose NO production was lower than that of the
controls under the same conditions (Fig. 2). These
results suggest that only the F2 fraction can influence
nitric oxide synthesis by neutrophils, but that it
cannot evoke the same response in macrophages.
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Fig. 1 Kinetics of cellular migration. The cells that migrated to
the peritoneal cavity were evaluated after 4 or 72 h of
stimulation with thioglycolate, heat-killed fungi, F1 or F2
fractions. Leukocytes were fixed with methanol and stained with
Giemsa. The classification of leukocytes (neutrophils, lympho-
cytes and macrophages) was based on morphological criteria.
The results are representative of two independent experiments

Influence of F. pedrosoi Cell Wall Compounds on
the Production of TNF-«, IL-12 and IL-10

Upon assessment of the cell populations that migrated
to the peritoneum after stimulation, cells were
cultured in vitro for cytokine profiling; tumor necro-
sis factor alpha and interleukins 10 and 12 were
measured. The F1 fraction stimulated TNF-« produc-
tion only by phagocytes that had migrated after 4 h,
but dead fungus was able to evoke this response in
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phagocytes from the 72-h time point (Fig. 3). This
demonstrates that TNF-o production, which is
observed in the course of this infection, is sustained
by different cell populations in contact with the
fungal cell wall. Interleukins were measured at the
72-h time point. As seen in Fig. 4, the F1 fraction
stimulated IL-12, while dead fungus and the F2
fraction evoked IL-10 production.

Influence of the F2 Fraction on the Phagocytic
Index

In order to assess how the F2 fraction influenced
phagocytes that had migrated after 4 or 72 h of
stimulation with thioglycolate, we analyzed the phag-
ocytic index (PI) of these cells in the presence of this
fraction in vitro (Fig. 5). The F2 fraction decreased the
PIin both groups. It changed from 325 to 160 at the 4-h
time point and from 230 to 156 at the 72-h time point.
These trends were reversible by addition of IFN-y and
LPS to the culture. PI reduction was a direct conse-
quence of the lower number of phagocytes sensitive to
the F2 fraction and not of the average number of yeast
cells ingested by them (data not shown).

Influence of the F2 Fraction on Cytokine
and Nitric Oxide Production

In order to evaluate the influence of the F2 fraction on
the activation of phagocytes that had migrated to the

F1 fraction
HEH F2 fraction

Ctioglicolate
[TI0 heat killed fungi

4
IFN-y+LPS - + - + - + -

Fig. 2 Nitric oxide production in the supernatant of cultures of
peritoneal cells obtained after 4 and 72 h of stimulation with
fungal cell wall components. Cells were incubated for 24 h in
RPMI medium with or without IFN-)/LPS, and supernatants

i N I HIWI@

72h
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Groups
were tested for the presence of (NO, ™) (Griess). The results are

representative of two independent experiments. * P < 0.05
relative to the control group (thioglycolate stimulation)
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Fig. 3 TNF-o production, as measured in the supernatant of
peritoneal cell culture. Cells were incubated for 24 h in RPMI
medium and quantification was by ELISA as described
previously. The results are representative of two independent
experiments. * P < 0.05 relative to the control group (thio-
glycolate stimulation)
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Fig. 4 1L-10 and IL-12 production, as measured in the
supernatant of peritoneal cell culture. Cells were incubated
for 24 h in RPMI medium and quantification was by ELISA as
described previously. The results are representative of two
independent experiments. * P < 0.05 relative to the control
group (thioglycolate stimulation)

peritoneum upon stimulation with thioglycolate for 4
or 72 h, we analyzed for the presence of NO and
cytokines in the supernatant of cultures generated
from these cells (Fig. 6). The F2 fraction stimulated
NO production at the 4-h time point, but this could
not be enhanced by adding IFN-y or LPS. Con-
versely, NO could not be evoked by either the F2
fraction or IFN-y/LPS at the 72-h time point. As for
interleukins, the IL-12 levels produced in response to
IFN-y and LPS were inhibited by the presence of the
F2 fraction. In contrast, the F2 fraction increased
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cultured for 48 h, in the first 24, either with or without the F2
fraction, followed by 24 h with or without IFN-y/LPS.
Saccharomyces cerevisiae cells were then added for phagocytic
index measurement. * P < 0.05 relative to the group that was
not stimulated with the F2 fraction

IL-10 production, both spontaneous and IFN-y/LPS-
induced (Fig. 7). These effects of the F2 fraction on
IL-10 and IL-12 are in agreement with the type of
immune response observed in the course of the
disease.

Discussion

Host resistance to fungal infection depends on the
establishment of effective cellular immunity. The
Thl immune response is described as the most
efficient for the clearance of Histoplasma capsulatum
[26], Cryptococcus neoformans [27], Paracoccidioi-
des brasiliensis [28, 29], Candida albicans [30],
Aspergillus fumigatus [31], Fonsecaea pedrosoi [5]
and others.

The cellular immune response occurs upon acti-
vation of innate immune cells such as phagocytes,
which, besides possessing their own microbicidal
mechanisms, contribute to antibody production and
modulate the later development of the adaptive
immune response by antigen presentation to CD4*
T cells, cytokine production and expression of co-
stimulatory molecules [5, 12, 32, 33].

For phagocytes to be activated and carry out their
microbicidal functions, a crucial step that is condu-
cive to the pathogenesis of chromoblastomycosis is
the adhesion and internalization of the pathogen for
destruction, which may or may not be dependent on
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Fig. 6 Nitric oxide production in the supernatant of cultures of
peritoneal cells obtained after 4 and 72 h of stimulation with
thioglycolate. The cells were cultured for 48 h, in the first 24,
either with or without the F2 fraction, followed by 24 h with or
without IFN-y/LPS. The supernatants were tested for the
presence of NO2™ (Griess). The results are representative of
two independent experiments. * P < 0.05 relative to the
control group (group not stimulated with the F2 fraction)
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Fig. 7 1L-10 and IL-12 production. Cells were cultivated as in
Fig. 5 and supernatants were tested for interleukins by ELISA
as described previously. The results are representative of two
independent experiments. * P < 0.05 relative to the group that
was not stimulated with the F2 fraction

nitrogen [5, 29]. Rozental and colleagues [9] dem-
onstrated that macrophages are unable to destroy
F. pedrosoi conidia, although the production of
oxygen reactive species has been observed in the
cell membrane and within cytosolic vacuoles that
contain the fungus. In neutrophils, the ability to
destroy the pathogen is related to the release of
cytosolic granules containing peroxidase and toxic
derivatives of hydrogen peroxide, thus bearing out
the cytotoxicity of these cells [11].

Our data show that adherent cells that migrate to
the peritoneum 4 h after inoculation with the F2

fraction of the fungal cell wall produce more NO,
which suggests that this population, comprised
mainly of neutrophils, is able to produce this
microbicidal molecule. However, the cells that
migrate after 72 h produce less NO. These observa-
tions suggest that, in addition to the molecules
already shown to have a role in the removal of this
fungus by neutrophils, NO-dependent mechanisms
may be involved.

In order to increase the efficacy of the cellular
immune response, phagocytes produce an array of
cytokines. Macrophages synthesize interleukins (IL-)
12 and 10, which respectively induce two patterns of
response: Thl, which leads to phagocyte activation
and control/clearance of the fungal infection; and
Th2, which is correlated with a diminished micro-
bicidal activity in effector cells and persistence or
dissemination of the pathogen [32]. Cytokine pro-
duction has already been demonstrated in patients
infected with F. pedrosoi [11] H. capsulatum [26],
P. brasiliensis [29] and Blastomyces dermatitidis
[34].

According to Gimenes and colleagues [12], cyto-
kine production, especially IL-10 and IL-12, is
directly related to the severity of clinical presentation
in chromoblastomycosis, since patients with the
severe form of the disease have higher levels of
IL-10 and their T cells proliferate poorly, whereas
those with the mild form show high levels both of
IFN-y and T-cell proliferation.

The pattern of cytokine production by phagocytes
may be influenced by components of the fungal cell
wall. It is an extremely complex structure consisting
of an elastic framework of polysaccharides (glucans
and chitin) that surround the plasma membrane and to
which a wide array of different proteins, often heavily
glycosylated, are anchored in various ways [35] and
contribute to fungal persistence [23, 36].

In our work, inoculation of the F1 (composed
mainly of f-1-3-glucan and chitin) and F2 fractions
(composed mainly of a-1-3-glucan and melanin)
induced differential cell migration. At 4 h, neutrophil
migration was observed for both fractions and
elevated TNF-o production was seen only in the
group treated with the F1 fraction. After 72 h, the F1
fraction mainly induced macrophage migration, while
the F2 fraction attracted lymphocytes as well. At the
latter time point, TNF-« production was only found in
the group inoculated with the heat-killed fungus, an
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increase in IL-12 was seen in the F1-treated animals,
and IL-10 was increased in animals inoculated with
the heat-killed fungus or F2 fraction. Similar data
were described for C. albicans [37], in which case
neutrophil activation was observed after inoculation
with a fraction composed of a mannoprotein/f3-glucan
(CAWS); neutrophils migrated to the site where
CAWS had been inoculated after 4 h and were
accompanied by a reduction in lymphocyte numbers
and an increase in IL-10 levels [37].

p-glucans are major cell wall structural compo-
nents in fungi and was mainly presented in FI1
fraction. As they are not found in animals, these
carbohydrates are considered classic pathogen-asso-
ciated molecular patterns (PAMPs), and are recog-
nized by the innate immune system. Recent studies
have begun to shed some light on their cellular
receptors, such as dectin-1, and their molecular
mechanisms of action [38].

Among the f-glucans extracted from the cell wall
of fungi, f-1,3-glucans have a key role in the
induction and regulation of the immune response.
Of all the galactose-containing molecules associated
with its primary structure, LacCer seems to be bound
by neutrophils in the soluble fraction of the cell wall
of C. albicans and is chemotactic for these cells [38]
through a mechanism that may also be correlated to
f-1,3-glucan recognition by dectin-1 and the CR3
complement receptor (MAC1). f-1,3-glucans are also
implicated in the initial phase of the innate immune
response and can be detected in the serum of patients
with systemic mycoses by Candida, Aspergillus and
Cryptococcus [39]. Furthermore, the presence of
p-glucans in the cell wall of H. capsulatum leads to
phagocyte recruitment to the inflammatory site by
means of leukotriene production in response to the
pathogen, which suggests that leukotrienes and
cytokines produced by phagocytes play a synergistic
role in their engagement in the course of fungal
infection [40].

The o-1,3-glucan found in the F2 fraction of
Fonsecaea pedrosoi, as described for other fungi, is a
homopolymer of a-linked glucose residues that
contributes to fungal virulence. In H. capsulatum, it
is spatially distributed in the upper layers of the cell
wall relative to ff-1,3-glucan, thus masking the latter
from recognition by dectin-1 and preventing activa-
tion of immunity by this receptor. It precludes the
production of proinflammatory cytokines such TNF-«
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by macrophages and may explain the pathogenicity
of dimorphic fungi [41].

The F2 fraction of F. pedrosoi also contains
melanin, a heterogeneous phenolic biopolymer with
roles in fungal protection and virulence. It is found in
many other fungi, such as the pathogens C. albicans,
C. neoformans, P. brasiliensis, Sporothrix schenckii,
H. capsulatum, B. dermatitidis and A. fumigatus
[4, 5]. It can be biosynthesized in fungi from two
precursors. The most common is 1,8-dihidroxynaph-
thalene, and its melanin-dihydroxynaphthalene deriv-
ative is accordingly the most frequent variety found
in fungi (e.g., A. nidulans, A. niger, A. fumigatus,
Cladosporium carrionii, E. dermatitidis, Phialophora
verrucosa, S. schenckii and F.pedrosoi) [32]. The
second route is L-dopa dependent, which results in
eumelanin production via polyphenoloxidase and is
found in C. neoformans [5, 20]. Although F. pedrosoi
uses the most common route, it stands apart from the
other fungi in that its production of this pigment is
constitutive and dependent solely on acetyl-CoA,
whereas pathogens such as P. brasiliensis need
external precursors such as L-dopa. Therefore,
F. pedrosoi is useful as a study model for melanin
synthesis [4, 42].

Melanin binds metals such as iron and can
sequester free radicals. Since iron is one of the main
components of melanosomes [4] and is protective
against oxidative mechanisms, its presence is one of
the main reasons why most phagocyte killing mech-
anisms fail to destroy the fungus. It has been
demonstrated [4] that melanosomes merge with the
fungal cell membrane and release melanin, calcium,
iron and phosphorus to protect the pathogen; mole-
cules that typically occur in melanosomes have also
been found in the cell wall of F. pedrosoi.

Our results show that the F2 fraction of
F. pedrosoi can stimulate adherent cells in a fashion
distinct from the F1 fraction. Differences include NO
production 4 h after inoculation in the peritoneum of
mice. The levels of this molecule, regardless of the
type of stimulus, were low after 72 h. These data
confirm previous findings from our group [6] that
showed that macrophages activated in vitro in the
presence of melanin from F. pedrosoi produced little
NO. Our data suggest that the presence of melanin in
the F2 fraction inhibited NO synthesis. Phagocytes
obtained from normal animals and incubated with
this fraction presented a lower phagocytic index,
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which may also be attributed to melanin. NO
production was only observed in phagocytes retrieved
after 4 h of activation with thioglycolate. At 72 h
after inoculation with thioglycolate, the F2 fraction
was also capable of changing the cytokine pattern;
IL-12 was decreased and IL-10 increased.

Taken together, the data presented in this work and
the complexity of interactions between phagocytes
and fungal cell wall components lead us to propose
that both melanin and «-glucan present in the F2
fraction disrupt important microbicidal mechanisms,
including internalization, NO production and produc-
tion of cytokines that would trigger an effective
immune response. We suggest that these mechanisms
favor the persistence of the fungus in tissue, and the
release of these components alone is able to nega-
tively modulate the host immune response.
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Modulation of experimental paracoccidioidomycosis by monoclonal antibodies against the
major diagnostic antigen, GP43
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Background: Antifungal chemotherapy is required for paracoccidioidomycosis (PCM) treatment, though
even after prolonged administration there is no assurance of complete destruction of the fungus. The period of
treatment depends on the drug used and the severity of disease. The role of antibody-mediated immunity in
host resistance to P. brasiliensis is less racognized. In several other systems, however, there is considerable
evidence that administration of monoclonal antibodies (mAbs) can modify the course of disease in mice infected
with fungi such as Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Histopfasma capsulatum, Pneumocystis spp,
Fonsecaea pedrosoi and Aspergillus spp. In the present study a panel of monoclonal antibodies against gp43 was
utilized for evaluating the effect of passive immunization in mice intravenously infected with a virulent strain of P.
brasiliensis.

Methods: BALB/c mice were immunized with 1mg of the monoclonal antibody (mAb) 3E, 32H or an irrelevant
one by intraperitoneal route, 24 h before the intravenous infection with 3x108 yeast cells of P. brasiliensis (Pb18).
A maintenance dose was given every week for.a month. A week after the last immunization, mice were sacrificed
and lung, spleen and liver were removed for measuring the fungal burden, cytokine levels (IL12, IL4, IL10 and
IFN-y) and histalogy.

Results: Animals immunized with mAb 3E showed significant reduction of colony forming units (CFU) in lung
and spleen compared to the groups that received mAb 32H or irrelevant mAb. Histological analysis confirmed the
results obtained in the CFU assay although a significant difference in the cytokine levels between the groups was
not observed.

Conclusion: The anti-gp43 mAb 3E but not mAb32H or the irrelevant mAb significantly reduced the fungal
burden in BALB/c mice intravenuouly infected with P. brasiliensis, The present work also raises the possibility of
a potential therapeutic use of mAb3E.
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The influence of Fonsecaea pedrosoi cell wall in peritoneal macrophage activation
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Chromabastomycosis is a chronic supporative granulomatous mycosis that exists all around the world. The
Fonsecaea pedrosoiis the most frequent etiologic agent in the worls. The infection begins with the trauma and the
implantation of conidia or hyphae fragments in the subcutaneous tissue producing the initial lesion. Inside the host,
a fungus structure differentiates into sclerotic forms allowing the establishment of the disease.

Considering the importance of an efficient immune celiular response, through the interaction between the
cells of immunologic system with the components of the fungus wall, the objective of the work was to analyze
the influence of the fractions from the F. pedrosoi cellular wall in the activation of murine peritoneal phagocytes.
Our results demonstrated that after 4 hours after the inoculation of the solutions the migration was constituted
predominantly by neutrophils and after 72 hours predominantly by macrophages.

The F2 fraction and the inactivate fungus stimulates predominantly B lymphocytes migration. The F1 and F2
fraction induced the high production of IL-12 and IL-10 in macrophages respectively. The macrophages stimulated
with F2 fraction showed a decreased phagocytosis index and an increased production in IL-10 production. Our
results suggest that, in chromoblastomycosis, the cell wall components presents in F1 or F2 fraction contribute to
induce a Th1 response or Th2 response.
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&NBSP;&NBSP; ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES DE MACROFAGOS
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Resumo

Paracoccidioides brasiliensis ¢ um importante patogeno humano que causa a paracoccidioidomicose(PCM),uma micose sistémica
com ampla distribuigio na América Latina A adesdo e invasio de células sfio eventos essenciais envolvidos na infecgdo e
disseminagdo do patogeno.A interagio entre P.brasiliensis e macr6fago € bastante complexa e representa um determinante primario
no desenvolvimento da infecgfio,podendo resultar na proliferagéo do fimgo em hospedeiros susceptiveis.A ativagdo adequada dos
macrofagos alveolares e a expresso de genes que ativam os mecanismos microbicidas dos macréfagos sdo elementos chaves na
erradicacéio desta doenca. Dados previamente descritos na literatura demonstram que a fragfio F1 isolada do fungo,cujo principal
componente € a b-13-glucana,é um importante imunomodulador, promovendo o recrutamerto de células inflamatorias e
estimulando a produgdo de citocinas pré-inflamatérias incluindo o Tnf-a.Outro comporente importante na interagio entre o
hospedeiro e o fimgo € a fracdo F2,constituida pela a-1,3-glucana que estd comumente relacionada & viruléncia.A mudanga na
composigdo da parede celular durante a infecgéo, como ocorre em P.brasiliensis,pode ser considerada como um mecanismo de
escape da resposta imune inata. Dessa forma,a a-1,3-glucana localizada mais externamente na parede celular, deve atuar como um
protetor de b-1,3-glucana contra os mecanismos de defesa do hospedeiro,uma vez que a b-1,3-glucana & capaz de induzir um
aumento da liberago do Tnf-a,com consequente morte do fungo.Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de
genes chaves no processo inflamatério utilizando macréfagos alveolares MHS Metodologia: Os macréfagos foram incubados por
diferentes periodos (6,24 e 48h) com leveduras e fragdes F1 e F2 do fungo da cepa 01 do P brasiliensis. A partir do RNA total
extraido pelo método do reagente trizol, do macréfago infectado e nfo-infectado com:P.brasiliensis,F1 ¢ F2.0 ¢DNA foi
sintetizado e utilizado na PCR em tempo real para avaliar a expressdo dos genes:ltga5,Toll4, Tnf-a,Clec2, Nfkb,Nfkr.Os resultados
preliminares indicam que a F1 nos tempos de 6 e 48h de interag&io induziu nos macréfagos alveolares MHS a expresso de todos os
genes analisados e no tempo de 24h modulou positivamente somente o Clec2.A F2 no tempo de 6h modulou positivamente os genes
Toll4,Tnf-a,Clec2,Nfkb ¢ NikrEm 24 e 48h induziu os genes Itga5,Toll4,Clec2 ¢ Nfkb.A interagio de 6h do PBO1 com os
macréfagos alveolares MHS induziu os genes Toll4,Tnf-a,Clec2,Nfkb e Nfkr.No tempo de 24h modulou positivamente os genes
Itga5,Clec2 e Nikr.Em 48h de interagio do PBOI com os macréfagos alveolares MHS todos os genes foram modulados
negativamente.Portanto a modulagéio positiva desses genes nos tempos iniciais de interagdo (6 e 24h) indicam uma possivel
ativagiio dos macréfagos,

Palavras chaves:Paracoccidioidomicose,resposta inata,macréfagos,genes.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, resposta inata, macréfagos, genes
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