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RESUMO

SANTANA GB. Analise da resposta imunolégica celular da via Thl7 em pacientes
portadores de dermatofitose extensa e/ou persistente causada pelo Trichophyton rubrum

[Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2016.

Em paises tropicais como o Brasil, as micoses superficiais (dermatofitoses) sdéo comumente encontradas.
O Dermatdfito mais comum é o Trichophyton rubrum (Tr). Mananas e galactomananas na parede do Tr
podem suprimir a resposta celular ao fungo. Quanto a resposta imune antifingica, sabe-se a importancia
da via Th17. Algumas lectinas do tipo C (CLRs) como o receptor de manose e/ou receptores similares
a Toll (TLRs) regulam o equilibrio entre as vias Thl e Th17. Nossos objetivos foram obter um extrato
antigénico de Tr que induza resposta imune celular; quantificar e qualificar a resposta imune de
individuos controles com lesdo branda e de pacientes com dermatofitose extensa e/ou persistente
causadas pelo Tr e por fim, avaliar a expressao de CLRs em mondcitos do sangue periférico nos mesmos
grupos. Para tanto, produzimos 11 extratos antigénicos de Tr. Pudemos observar na eletroforese em gel
de poliacrilamida proteinas com pesos moleculares de aproximadamente 70 kDa e 38 kDa para 0s
extratos fungicos: Extrato TCA - Meta 1, Extrato tindalizado G1 e Extrato Coca 1. Avaliamos a resposta
linfoproliferativa de células mononucleares por incorporacdo de timidina triciada em controles e
pacientes ao peptideo YIIDTGIDID do fungo Tr (Tri R2) e aos extratos antigénicos produzidos em
nosso laboratorio. Utilizamos como estimulos: PWM, CMA, Tri R2, PMA/lonomicina. Para 0s ensaios
funcionais avaliamos quatro pacientes e 6 individuos controles. Para a fenotipagem das células Th17,
Th17mem, Tcl7 e Tc17vem por citometria de fluxo, utilizamos a anélise Booleana no software FlowJo
X. A avaliacdo da expressdo dos CLRs: CD206 (Receptor de Manose), Dectin 1 e Dectin 2 em
mondcitos do sangue periférico de controles e pacientes foi efetuada por citometria de fluxo. Dos 11
extratos produzidos de Tr, 7 se mostraram bons estimuladores para pelo menos um dos controles
analisados, expressos como ponto maximo de indice de estimulagdo (p.m.l.E.). Dentre eles destacamos:
Extrato TCA — Meta 1 (p.m. LE. = 14,49 em 5 pg/mL), Extrato Tindalizado G1 (p.m.LE. = 23,00 em
2,5 pg/mL) e Extrato Coca 1 (p.m.LE. = 173,36 em 0,31 pg/mL). Na avaliacdo da expressédo dos
receptores das células Th17 e Tcl7 (Th17R e Tcl7R, respectivamente) apds seis dias de estimulo por:
Tri R2, extrato Coca 1 e o0 extrato TCA - Meta 1, o extrato Coca se mostrou o melhor estimulador para
as populagdes Th17, com a frequéncia de 8,40% (controle) e 12,30% (paciente 1). Na avaliacdo da
expressao de Th17R e Tcl7R por 6 horas ao estimulo por PMA/lono, todos os controles (n=3) se
mostraram responsivos € no grupo de pacientes (n=3) pudemos observar maior frequéncia para o
paciente 1 nas populagdes Th17 (1,64%) e Th17mem(3,27%), e para as células Tc17 (10,70%) e Tc17vem
(3,58%). Observamos reducédo da expressao de CLRs nos pacientes: CD206: média 60,24% (controles)
e 21,27% (pacientes), Dectin 1: 22,42% (controles) e 12,06% (pacientes) e Dectin 2: 20,26% (controles)
e 4,99% (pacientes). Controles (n=6) e pacientes (n=3). A inova¢do na producao de extrato antigénico
Extrato TCA — Meta 1 encoraja o estudo dos extratos fungicos, para se obter melhores condicdes de
avaliagBes imunoldgicas em pacientes com dermatofitose. Caracterizamos e qualificamos a resposta
imune celular frente ao peptideo TriR2 e aos extratos antigénicos, além de avaliarmos a expresséo dos
CLRs nesse grupo especial de pacientes.

Descritores: imunidade; celulas Th17; tinha; sistema imunoldgico; testes imunologicos;
Trichophyton.



ABSTRACT

SANTANA GB. Analysis of the cellular immune response of the Th17 pathway in patients
presenting extensive ando r persistente dermatophytosis caused by Trichophyton rubrum.

[Dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

In tropical countries like Brazil, superficial fungal infections (dermatophytosis) are commonly found.
The most common dermatophyte is Trichophyton rubrum (Tr). Mannans and galactomannans of Tr cell
wall can suppress cellular responses to the fungus. Regarding the antifungal immune response, the
importance of Th17 pathway is warranted. Some C-type lectins (CLRs) as the mannose receptor and /
or Toll-like receptors (TLRs) regulate the balance between Thl and Th17 pathways. Our objectives
were to obtain an antigenic extract of Tr to induce cellular immune response; to quantify and classify
the immune response of control subjects with mild injury and patients with extensive and / or persistent
dermatophytosis caused by Tr, and finally evaluating the expression of CLRs in peripheral blood
monocytes in the same groups. Therefore, we produced 11 antigenic extracts of Tr. Proteins with
molecular weights of approximately 70 kDa and 38 kDa were evidenced in polyacrylamide gel
electrophoresis for the following fungal extracts: extract TCA - Target 1, Tindalized extract G1 and
extract Coca 1. We assessed the lymphoproliferative response of mononuclear cells by tritiated
thymidine incorporation in the controls and patients, stimulated by YIIDTGIDID peptide fungus Tr (Tri
R2) and the antigenic extracts produced in our laboratory. We used as stimuli: PWM, CMA, Tri R2, and
PMA/Iono. For functional assays we evaluated four patients and 6 control individuals. For the
phenotyping of Th17 cells, ThA7MEM, Tc17 and Tc17MEM by flow cytometry, we used a Boolean
analysis performed by FlowJo X software. Evaluation of the expression of CLRs: CD206 (mannose
receptor), Dectin 1 and Dectin 2 in peripheral blood monocytes from patients and controls was
performed by flow cytometry. Of the 11 extracts produced from Tr, seven proved to be able to stimulate
proliferation of peripheral blood mononuclear cells of at least one of the analyzed controls, expressed
as peak stimulation index (p.m.1.E.). Among them, were included: extract TCA - Target 1 (pmIE =14.49
at 5 ug /mL), Tindalized G1 Extract (pmIE = 23,00 at 2.5 ng /mL) and extract Coca 1 (pmIE = 173.36
at 0.31 ug /mL). In the evaluation of the expression of receptors of Th17 cells and Tcl17 (Th17R and
Tcl17R, respectively) after six days of stimulation by: Tri R2, Coca extract and the extract TCA 1 - Meta
1, Coca extract showed to be the best stimulator for Th17 populations, with the frequency of 8.40%
(control) and 12.30% (patient 1). In the evaluation of the expression of Th17R and Tc17R after 6 hours
of stimulation by PMA / lono, all controls (n = 3) responded and in the group of patients (n = 3) we
observed response more frequently for the patient #1, in Th17 populations (1.64%), Th17vem (3.27%),
Tcl7 cells (10.70%) and Tcl7MEM (3.58%). We observed a reduction of expression of CLRs in
patients: CD206: average 60.24% (controls) and 21.27% (patients), Dectin 1: 22.42% (controls) and
12.06% (patients) and Dectin2: 26% (controls) and 4.99% (patients). Controls (n = 6) and patients (n =
3). Innovation in the production of antigenic extract extract TCA - Target 1 encourages the study of
fungal extracts to obtain better conditions of evaluation of the immune response in patients with
dermatophytosis. We characterized and qualified the cellular immune response to the TriR2 peptide, to
antigen extracts, and evaluated the expression of CLRs in this special group of patients.

Descriptors:  immumity; Th17 cells; tinea; immune system; immunologic  tests;
Trichophyton.
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1. INTRODUCAO

O Trichophyton rubrum é um fungo dermatéfito antropofilico, capaz de provocar
infeccdes cronicas ndo inflamatorias na pele, o que poderia facilitar a sua transmissdo. As
infeccdes fungicas localizadas nas camadas superficiais da pele e seus anexos podem ser
causadas por dermatofitos, leveduras ou fungos filamentosos ndo dermatofitos. Em paises
tropicais como o Brasil € comumente encontrado micoses superficiais (Dermatofitoses)
prevalecendo em alto indice comparado as infecgdes bacterianas. Os dermatofitos apresentam-
se em trés géneros patogénicos: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (Péron et al.,
2005; Weitzman and Summerbell, 1995; Havlickova, Czaika and Friedrich, 2008; Rippon JW,
1985).

1.1. Infec¢Bes cutaneas por dermatdéfitos

1.1.1. Hospedeiro

A susceptibilidade as dermatofitoses € varidvel. A infeccdo por dermatofitos ocorre
pelo contato direto com seres humanos, animais ou solo contaminado. Os dermatofitos,
principalmente o género Trichophyton sp., além de causar leses cutaneas, também podem
provocar processos profundos invadindo a derme, a hipoderme e 6rgdos. A utilizacdo de
corticoides de uso sistémico ou local em hospedeiros comprometidos, leva as dermatofitoses
assumirem caracteristicas aberrantes com localiza¢Ges até viscerais provocadas principalmente
por T. rubrum, T. violaceum e T. verrucosum. Podemos citar o granuloma tricofitico de
Majocchi, uma inflamacao no foliculo (foliculite) e perifoliculite granulomatosa, com nddulos

e placas infiltradas, comumente provocadas pelo T. rubrum (Campos, 2004).

E essencial enfatizar que os dermatofitos causam infeccdes independentes do estado
imunologico do paciente. Situacdes ou condicOes clinicas dos pacientes como: uso constante
de sapatos fechados, areas de dobras do corpo, o atrito nestas areas (interdigitos, regifes
inguinal e submamaria) auxiliam as condicGes ideais de temperatura e hidratacdo para a
instalagdo de uma infecgdo dermatofitica ou até mesmo fatores cutaneos como: calor, umidade,
abrasdo, composicdo lipidica da pele ou até mesmo a tenséo de didxido de carbono na superficie
da pele, podem predispor ao desenvolvimento da dermatofitose aguda ou crénica. (Campos,
2004; Calderon RA, 1989; King e cols., 1975).
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Além destes fatores, temos ainda patologias ou procedimentos terapéuticos que podem
interferir na imunidade do individuo determinando assim os fatores sistémicos, indicando maior
susceptibilidade a esta infecgdo em individuos portadores de doencas como Diabetes Mellitus,
doenca vascular periférica, sindrome de Cushing, terapia com corticosterdides, alteracdes
hematoldgicas e predisposicdo genética. Para melhor discernimento destas relagdes parasito-
hospedeiro nas infeccGes dermatofiticas, faz-se necessario o estudo destes fatores juntamente
com as caracteristicas do fungo patogénico e aspectos imunolégicos do paciente (Peres et al.,
2010; Campos, 2004).

1.1.2. Dermatofito

Fatores relacionados ao fungo também contribuem para o desenvolvimento da
infeccdo. Se faz necessario o estudo especifico a cada espécie de dermatdfito no que diz respeito
ao estimulo da resposta imune pois, esta inducdo da imunidade varia de acordo com cada
espécie fangica. Organismos como T. rubrum causam infec¢des crénicas ou recidivantes, ja
outros fungos induzem resisténcia a reinfeccao (MacGregor, Hamilton and Hay, 1992; Vermout
e cols., 2008).

Como a parede do T. rubrum é composta por dois tipos de polissacarideos (mananas e
galactomananas) (Figura 1), os ensaios de linfoproliferagdo demonstraram a supressdo da
resposta celular por diversos antigenos e mitdégenos in vitro devido a presenca destas mananas
(Ning et al., 2002).

Man Man
o |1—2 o |1—=2

E Man1 g l"n.-‘lalr'u1 8 Man1 g r‘l.a'lar'u1 g hﬂan1 § Man — 1
a o a a o a

A manana tem estrutura linear constituida de unidades de manoses a-(1-8) ligadas entre

si, & unidades de manoses a-(1=2) ligadas a cadeia lateralmente.

Figura 1: Manana, polissacarideo presente na parede celular do Trichophyton rubrum
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Trichophyton rubrum expressa glicoproteinas em sua parede celular que sao
reconhecidas por Dectina-1, um receptor especifico para B-glucanas da familia de receptores de
Lectina do tipo C (CLRs), resultando na inducéo de altos niveis de TNF, IL-6 e 1L-23 levando
células T naive a diferenciacdo em células Th17 e por conseqliéncia, producdo de IL-17. A
sinalizacdo por esta via também induz a clivagem de pro-IL-1B em IL-1p madura por Caspase-
1 acionado por NLRP3 e NLRP4. Alternativa para producdo de IL-1f, é o processamento por
Caspase-8 formando um complexo CARD9, BCL10 e MALT1 (Gladiator et al., 2013).

Segundo Mignon e cols. (2008) e Woodfolk (2005) as infec¢bes por dermatofitos
induzem resposta imune especifica humoral e celular, sendo a resposta protetora contra 0s
dermatdfitos mediada principalmente por reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia,
caracterizada pela acdo dos macrofagos como células efetoras, com atividade elevada de
citocinas-chave do polo de resposta Thl (linfécitos T auxiliadores tipo 1) como interleucina 12
(IL-12) e interferon gama (IFNy). Dessa forma, a interagdo fungo/hospedeiro — que inclui a
espécie do fungo, a espécie do hospedeiro, sua capacidade de resposta imune e a modulacéo
dessa resposta pelo parasita — exercera influéncia no grau de reacdo inflamatdria, que definira

a apresentacao clinica e a duracdo da lesao.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) os dermatdfitos prevalecem em
25% da populacdo mundial, sendo que 30 a 70% dos adultos sejam portadores assintomaticos,
aumentando esta incidéncia conforme a idade. No Brasil o Trichophyton rubrum aparece com
maior incidéncia nas regides sul e sudeste, em segundo lugar na regido nordeste perdendo
apenas para Trichophyton tonsurans, enquanto que especificamente em Sdo Paulo, sua
prevaléncia é de 80% nos casos de infeccdes cutaneas (tinea pedis, tinea unguium, tinea corporis
e tinea cruris) e 33,2% se tratando de onicomicoses (Peres et al., 2010).

Em um estudo realizado por Chinelli e colaboradores (2003), no periodo de 1992-
2002, foram detectadas seis espécies de dermatofitos na cidade de Sdo Paulo: T. rubrum, T.

mentagrophytes, M. canis, E. floccosum, T. tonsurans e M. gypseum.

Em S&o Paulo a prevaléncia de dermatofitos € de 18,2% da populagéo analisada, onde
predomina o T. rubrum com 80% dos casos e T. mentagrophytes em 20%. Mesmo se isolarmos
apenas as onicomicoses, T. rubrum ainda prevalece afetando tanto criangas como adultos em
33,2% dos casos identificados, seguidos por T. mentagrophytes com 6,3%. Em comparacgéo
com a cidade de Fortaleza as onicomicoses afetam 12,99% das dermatofitoses, onde o T.
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rubrum prevalece com 9,04%, seguido por T. tonsurans (2,54%) e T. mentagrophytes (1,41%)
(Peres, et al., 2010). Observa-se que o T. rubrum representa uma tendéncia ndo sé no Brasil

como mundialmente, como relatado por Ruiz & Zaitz (2001).

1.2. A imunidade na dermatofitose

O reconhecimento dos patégenos fangicos pelas células da imunidade inata é um
evento primordial para estabelecer os mecanismos de defesa do hospedeiro e, portanto a
protecdo a micoses. A identificacdo de moléculas microbianas denominadas padrbes
moleculares associadas aos patdgenos (PAMPS) como: lipopolissacarideos, residuos de manose
e &cidos teicoicos é realizado por receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), que em sua
maioria estdo localizados na superficie das células da imunidade inata do hospedeiro, como por
exemplo, os receptores da familia das Lectinas do tipo C (CLRs) e os receptores Toll-like
receptors (TLRs) que possuem papel essencial na interacdo a patdgeno e iniciacao da resposta
inflamatoria, estando presentes principalmente em macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas
(Mora-Montes et al., 2011; Cruvinel, et al., 2010; Araujo, et al., 2009; Bartholo & Bértholo,
2009).

Além dos CLRs os fungos também sao reconhecidos por receptores do tipo Toll:
TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9. MyD88 depende da sinalizacdo via Toll expressas por células
dendriticas, potencializadas por IL-12 (e/ou IFN-I). Além disso, MyD88 é necessaria para a
geracdo de resposta Th17 especifica a B. dermatitidis por TLR ou receptor I1L-1/1L-18, que
também é MyD88-dependente (Gladiator et al., 2013). Ainda ndo é compreendido o grau de
impacto da sinalizacdo via TLR ou CLR, mas acredita-se que exista um balanco entre estes
diferentes caminhos para promover a regulacdo da resposta imunoldgica pelas vias Thl e Th17
(Tesmer et al., 2008).

Estudo realizado em pacientes com dermatofitose crénica quanto a expressdo dos
receptores TLR2 e TLR4 em lesdes cutaneas por imunohistoquimica, demonstraram a
expressao reduzida de sinalizacdo do receptor TLR4 na epiderme de pacientes com
dermatofitose localizada e em pacientes com dermatofitose disseminada em relagdo a
individuos saudaveis e a expressdo de TLR2 foi preservada na epiderme dos trés grupos

estudados. Estes dados podem indicar a causa da cronicidade destas lesbes, visto que a



30

sinalizacdo por TLR4 é responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e inducéo da producéo de
citocinas inflamatorias (Oliveira, CB et al., 2015).

Os mecanismos protetores contra fungos dermatofiticos sdo mediados principalmente
por células. Pacientes que apresentavam esta imunidade prejudicada desenvolveram infeccdes
fangicas extensas e recorrentes na pele, no couro cabeludo, unhas e mucosas (Staughton, 1990;
Hunziker & Brun, 1980; Kaaman, 1978). Estudos mostraram que a fagocitose de conidios de
T. rubrum por macréfagos murinos resultou numa diminuicao significativa na expressao de
suas moléculas de superficies como MHC-11, CD-80 e CD-54 a0 mesmo tempo em que estes
mesmos macrdfagos foram capazes de secretar altos niveis de TNF-o e IL-10. Este grupo
também mostrou que a fagocitose do fungo por macréfagos murinos foi diminuida quando o
receptor de manose foi bloqueado (Campos et al., 2006). Recentemente, Sousa et al. (2015)
mostraram que os fagocitos (neutrofilos e macréfagos) de pacientes com dermatofitose crénica
e disseminada (DCD) apresentaram a capacidade funcional diminuida quando comparados ao
grupo controle, bem como a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6)
também estava diminuida quando comparados ao grupo controle. Em adic¢éo, foi demonstrado
que a citocina IL-1p tem um papel protetor no modelo experimental de T. rubrum; uma vez que
a falta sinalizacdo de IL-1p promove o desenvolvimento de hifas no interior de macrofagos

(Yoshikawas FSY et al. 2015).

1.3. Células Th17

A resposta imune adquirida conta com as células T e B como principais responsaveis
pela regulacdo da imunidade, sendo ativadas por receptores de células T (TCRs) e receptores
de células B (BCRs). A ativacdo destes receptores associa-se com moléculas de sinalizacdo
como CD3 ou imunoglobulina a (Iga) e imunoglobulina B (Igf), com os motivos de ativagao
de imunorreceptores baseados em tirosina (ITAMs) em seu citoplasma. O sinal de ativagédo
induz a fosforilacdo de residuos especificos de tirosina na ITAMs e recrutamento posterior da
tirosina quinases Syk ou ZAP70 ao ITAMs fosforilado. Além de linfdcitos, células natural
killer e células da linhagem mieloide (mastocito, macrofago, neutrofilo e células dendriticas)
também expressam receptores que traduzem seus sinais através das ITAMs e regulam funcGes

celulares na imunidade inata (Hara et al., 2007).
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Células T naive podem se diferenciar em células T efetoras a partir de um estimulo
especifico. Células Thl sdo caracterizadas pela producéo de interferon-y (IFN-y) diferenciando-
se a partir do estimulo por IL-12, possuindo fator de transcricdo Thet e induz a imunidade
mediada por células contra patégenos intracelulares. Células Th2 diferenciam-se pelo estimulo
de IL-4, possuem fator de transcricdo GATA3 e estimulam a imunidade humoral contra
helmintos. Células Th17 s&o caracterizadas por produzirem IL-17, possuem fator de transcri¢éo
RORyt (camundongos) e RORC (humanos), sendo importantes na defesa contra bactérias
extracelulares e fungos. IL-6 e IL-23 induzem uma pequena quantidade de IL-17 e sdo
potencializadas na presenca de IL-1p. RORyt é dependente do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT3), fosforilado pela ativacdo por IL-6 e IL-23 (Figura 2) (Vautier et al.,
2010; Tesmer et al., 2008).
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Figura 2: Modelo de diferenciacdo das células T CD4+ através da utilizacdo de citocinas e conducéo
das vias de fatores de transcri¢do. Cada um dos quatro subconjuntos de células T CD4+ gera um conjunto
Unico de citocinas que controlam as suas funcbes bioldgicas. Verde = citocinas que promovem o
desenvolvimento de cada subconjunto especifico. Vermelho = citocinas que impedem o
desenvolvimento de cada subconjunto particular. As caixas sombreadas abaixo de cada subconjunto =
principais fatores de transcricdo envolvidos no desenvolvimento e manutengdo de cada subconjunto.
Ochs, Oukka and Torgerson, 20009.

Estudos realizados em camundongos mostraram que a combinagdo de TGF-§3 e IL-6
estimula a diferenciacdo de células T naive em células Th17 pela indugéo do fator de transcricdo
RORyt, ocorrendo a potencializacdo desta indugdo com a combinagdo de TNF-a e IL-1J,
mostrando que ac¢des conjuntas de diversas proteinas podem levar a diferentes expressoes, ja
que se sabe que a funcdo do TGF-B ¢ inibir a maioria das células T pela indugao de FOXP3 a
expressar atividade Treg quando estdo em altas doses, ocorrendo diferenciagdo em Th17

quando TGF-p esta em doses baixas. Outro estudo mostrou que Tregs podem se converter em
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células Th17 na presenca de IL-6, mas ndo possuem a capacidade de supressao da resposta pela
via Th17 (Tesmer et al., 2008; Okamoto et al., 2010).

A ativacdo da via Thl por IFN-y ou IL-4 da via Th2 podem inibir a via Th17 tanto em
camundongos guanto em humanos, mas IL-17 ndo parece inibir as vias Thl e Th2, explicando
uma das formas como TGF-f promove a diferenciagdo em Thl7, por suprimir IFN-y e IL-4
(Tesmer et al., 2008). IL-6 regula a expressdo de IL-21, podendo a IL-21 substituir
parcialmente a IL-6 durante a diferenciacdo da via Th17 e ambas regulam a expressdo do
receptor de IL-23. IL-23 juntamente com TGF-B induzem expressao de RORyt e
conseqiientemente IL-17. Ainda n&o se sabe qual o papel da IL-21 na diferenciacéo da via Th17
(Tesmer et al., 2008). A producdo de IL-23 através da sinalizacdo por dectina-1 mostrou que
esta citocina possui a capacidade de converter populacdes de células Treg a produzir IL-17 e a
sinalizacdo por esta mesma via induz a producao de IL-17 em células Tyd, potencializando esta

resposta substancialmente na presenca de IL-23 (Vautier et al., 2010).

Brucklacher-Waldert e colaboradores (2010) demonstraram que as células Th17 devem
sua plasticidade a presenca de citocinas que interferem na diferenciacao destas células como:

IL-12 que induz a producdo de IFN-y e IL-23 que induz o aumento da producdo de IL-17A.

As células Th17 expressam o receptor de quimiocina CCR6 tanto em humanos quanto
em camundongos, que desempenha um importante papel no recrutamento de células T em
muitas doencas inflamatdrias como: psoriase, doencas inflamatorias intestinais, asma alérgica
e artrite reumatoide. CCL20 se liga ao receptor CCR6 expresso nas células Th17, que é regulado
positivamente por IL-17 em células estromais, permitindo que as células Th17 atraiam células
Thl para o local da inflamacdo. IL-17A e IL-17F produzidas por células Thl7 estéo
intimamente relacionadas possuindo um receptor em comum (IL-17RA e IL-17RC), séo
citocinas heterodiméricas com potentes efeitos inflamatérios desempenhando um papel muito
importante ndo s6 no desenvolvimento de doengas auto-imunes, mas também na defesa do

hospedeiro contra bactérias (Tesmer et al., 2008; Saijo, et al., 2010).

A IL-17A e IL-17F formam um heterodimero na superficie das células Th17 e sugere-
se que possa servir como um ligante para o receptor de IL-17 nas APC's para prolongar a
sinalizacdo de citocinas em aglomerados de células endoteliais e pode fornecer um sinal de
transmigracdo através do endotélio vascular. Células que foram selecionadas com base na

expressao de IL-17A na superficie, geraram ceélulas clones Th17 e Th1/17, nunca Thl.
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Evidenciando que IL-17A na superficie de células Th17 sdo fidedignas, podendo ser utilizadas
como marcadores de superficie (Figura 3) (Brucklacher-Waldert et al., 2010).
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Figura 3: Figura X: IL-17 e suas familias de receptores. Seis citocinas da familia IL-17A a IL-17F e
cinco moléculas da familia de IL-17R (IL-17RA a IL-17RE) foram identificadas. Apés a ligacdo de um
homodimero de IL-17A ou IL-17F ou heterodimero de IL-17R para (o heterodimero de IL-17RA e IL-
17RC), associados ACT1 com IL-17RA elou IL-17RC, através dos seus dominios SEFIR.
Subsequentemente, os complexos associados com TRAF6, levando & ativagdo de NF-kB, MAPK-AP-1
e C/EBP. A jusante de IL-17R, TRAF3 também se associa com Actl para inibir a ativagdo Act1-TRAF6
mediada por fatores de transcricdo. Ativacdo de ERK-independente Actl também contribui para a
sinalizacdo de IL-17R através de uma molécula desconhecido. Semelhante a sinaliza¢do através de IL-
17R, IL-17E (IL-25) de ligacéo a IL-25R (heterodimero de IL-17RA e IL-17RB) resulta na ativacdo de
NF-kB, MAPK-AP-1 e C/EBP via recrutamento de Actl e TRAF6. IL-17RB, mas ndo de IL-17RA,
contém um motivo de ligacdo TRAF6 intracelular, que ativa o NF-kB, mas ndo o AP-1, através de
ligagdo TRAF6. IL-17B e IL-17C ligam a IL-17RB e IL-17RE, respectivamente. No entanto, a
transmissdo da via de sinalizacdo é desconhecida. O(s) ligante(s) para a IL-17RD é também
desconhecido. FNIII, fibronectina Il11-como dominio; SEFIR, expressdo semelhante ao FGF, IL-17R e
dominio da familia Toll-IL-1R (lwakura e cols., 2011).

IkB{ ¢ um membro da familia IkB (codificada pelo gene Nfikbiz) sendo um fator
comum de transcricdo necessario para o desenvolvimento Th17 em camundongos. A expressao
ectopica de IkB( em células TCD4 naive juntamente com o RORct ou RORA, potencializa a
indugdo e o desenvolvimento das células Th17, mesmo na auséncia de IL-6 e TGF-p.

Camundongos que possuem nocaute no gene Nfibiz”" tem defeitos no desenvolvimento de
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Th17 e resisténcia a encefalomielite experimental auto-imune (EAE). A funcéo de células T
intrinsecas de IkB({ foi claramente demonstrada pela resisténcia a EAE do Rag2” de
camundongos em que gene Nfibiz”~ foram transferidos de células TCD4* (Okamoto, et al.,
2010).

Foi relatado que IL-17F juntamente com a IL-17A sdo importantes para a defesa do
hospedeiro contra Staphylococcus aureus e Citrobacter rodentium. IL-17A e IL-17F induzem
células do sistema imunoldgico e as celulas epiteliais a produzirem diversas citocinas pro-
inflamatdrias e peptideos antimicrobianos que protegem o hospedeiro contra infecgdes
bacterianas. IL-17A induzida por G-CSF e quimiocinas CXC (cisteina-aminoacido-cisteina),
também desempenha papel importante na defesa contra a infeccdo por C. albicans, pois IL-
17RA de células Thl7 deficientes de camundongos e IL-23p19 também de camundongos
deficientes, mostraram um aumento da suscetibilidade & candidiase das mucosas. No entanto a
participacdo e 0 mecanismo de defesa do hospedeiro, na utilizacdo das citocinas IL-17A e IL-
17F produzidas pelas células Th17 ainda permanece néo elucidado. Também foi relatado que
B-glucano ativado em DCs promove a diferenciacdo de células Th17 e que mananas de Candida
spp. induzem a diferenciacdo de células Th17 através da ativacdo do MR. Os indutores das
celulas Th17 in vivo apo6s a infeccdo com C. albicans ainda é um caso obscuro (Saijo, et al.,
2010).

Foi estudada a importancia da IL-17 em infecgdes por C. albicans usando
camundongos deficientes em IL-17Ra ou IL-23p19. Camundongos deficientes de IL-17a, mas
ndo de IL-17F, sdo mais suscetiveis a infeccdo sistémica com C. albicans. Tem sido proposto
que estas diferencas sdo devido ao funcionamento dessas citocinas entre diferentes
configuraces imunolégicas. Uma ligacdo entre resposta de suscetibilidade fungica e Th17
também foi feita em seres humanos, varias mutacGes humanas, resultando em doencas
imunoldgicas como: APECED (Autoimmune Poly Endocrinopathy Candidiasis Ectodermal
Dystrophy) e HIES (Hyper-Immunoglobulin E Syndrome) e anulagdo da resposta caracterizada
por Th17 que sdo associadas com candidiase mucocutanea crénica (Drummond, et al., 2011).

Enquanto alguns estudos fazem um forte argumento para o benéfico efeito de Th17
durante infec¢des fungicas, outros estudos apresentaram dados convincentes de que as respostas
da via Thl7 podem ser prejudiciais na imunidade antiflngica, exacerbando 0 processo
inflamatdrio. Também foi argumentado que Th17 s6 pode ser exigido no controle a infecgdes

fangicas em locais especificos como mucosa oral (Drummond, et al., 2011).
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Diferentes subgrupos de células dendriticas atuam na diferenciacdo e ativacdo de
células T helper. Dois destes subgrupos foram caracterizados: células dendriticas (DCs)
residentes no linfonodo e células dendriticas migratorias que transportam antigenos que sao
capturados nos tecidos periféricos pela drenagem dos linfonodos. As DCs migratorias da pele,
incluindo células de Langerhans da epiderme, podem ser classificadas como: DCs Langerin®
ou DCs cutaneas da derme Langerin,, mas estes subconjuntos possuem papéis opositores na
polarizacdo de células T em modelos de candidiase cutanea. Foi observado que, enquanto as
células de Langerhans parecem ser necessarias e suficientes para o desenvolvimento da resposta
Th17, as DCs Langerin®™ da derme sdo requisitadas para inducdo de diferenciacdo em células
Th1 e inibem as células de Langerhans e DCs classicas da derme a promover resposta pela via
Th17. Essas acdes correlacionam-se com a producdo de IL-6, IL-1p ¢ IL-23 ou IL-12 e IL-27
respectivamente, o que sugere ter uma funcdo de imunoregulacdo em vez de funcéo
imunoativadora, observada em outros modelos. A a¢do combinada desses subconjuntos de DCs
na apresentacdo de antigeno as células T é muito complexa por sua variacdo dependente do

tecido onde se encontra o patdgeno (Gladiator et al., 2013).

Células dendriticas que ainda sdo células imaturas (MoDCs) sdo DCs do tipo
migratorio. Elas diferenciam-se em mondcitos inflamatérios Ly6C" que saem da medula 6ssea
expressando CCR2 com regulacgéo positiva de MHC classe Il e expressdo de CD11c ao entrar
no sitio da inflamagdo. As MoDCs acumulam-se rapidamente em resposta a infec¢des flngicas,
semelhantes as DCs residentes no tecido, transportando antigenos do local da inflamacéo para
drenagem nos linfonodos. Apesar da eficiéncia das MoDCs durante infec¢Bes fungicas, elas
ndo possuem a capacidade de apresentacdo do peptideo antigénico carregado no complexo
MHC para ativacédo das células T no sitio de drenagem dos linfonodos, sendo a responsabilidade
pela apresentacdo do antigeno atribuida as DCs residentes nos linfonodos. Observou-se que
durante a aspergilose pulmonar e histoplasmose, as MoDCs sdo essenciais na inducdo da
ativacdo e expansdo de células T, ndo ficando elucidado apenas o impacto sobre a polarizacao
da resposta antigeno especifico das células T (Gladiator et al., 2013).

As vias Thl e Thl7 coexistem durante a maioria das infec¢Bes fungicas, sendo
equilibradas ndo somente pelo estimulo natural dos PRRs que o fungo expde, mas também por
caracteristicas especificas do tecido onde se encontra o patdgeno, como foi observado nas
respostas de células T para Candida albicans onde se observa um equilibrio entre as respostas
Thle Thl7 nas infec¢Oes cutaneas, porém o predominio somente da via Thl durante a infecgdo

sistémica por Candida spp. Essa resposta depende totalmente dos fagocitos polimorfonucleares
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neutrdfilos, fato observado nos casos de neutropenia, seja de causa genética ou adquiridas. Em
contraste, durante a candidiase orofaringea as células Th1 ndo podem ser detectadas, ocorrendo

somente diferenciacdo exclusiva em Th17 (Gladiator et al., 2013).

Respostas pela via Th17 sdo protetoras quando equilibradas com a resposta via Thl,
pois sua atividade desordenada pode levar a inflamagéo desequlibrada (Tesmer et al., 2008).
Para que ocorra a diferenciagdo de células T naive em células Thl7 efetoras, necessita-se da
presenca de citocinas especificas que variam conforme o microambiente, dependendo das
diferentes populacdes de DCs residentes em diferentes tecidos. A resposta Th17 inicia-se na
pele e tecidos de mucosa, mas nunca no bago, e mostrou-se estritamente dependente de IL-6,
que inclusive se faz necessaria para exercer efeito inibitorio sobre o TGF-p e acido retindico,
que séo produzidos por DCs CD103" nos tecidos de mucosa. Esses mecanismos especificos nos
tecidos que se iniciam pela via Th17 ainda ndo foram testadas frente a infeccdes fingicas até o

presente momento (Gladiator et al., 2013).

As células T reguladoras (Tregs) também contribuem no desenvolvimento da resposta
Th17, promovendo a diferenciacdo de células Th17 na resposta a C. albicans pelo consumo de
IL-2, que parece ter um efeito inibitério sobre as células Th17. Tregs possuem um papel na
manutencdo da tolerancia e homeostase imunoldgica, podendo também se converter em células

produtoras de IL-17, participando assim da imunidade contra fungos (Gladiator et al., 2013).

IL-17 pode ser produzida por células TCD8" e em alguns casos por: células T natural
killer (NKT), neutrdfilos e eosindfilos (Tesmer et al., 2008). Estimulos com B-glucana
altamente purificada através do receptor dectina-1 demonstraram a capacidade de diferenciacéo
de células TCD4" em Th17 e Thl, além do direcionamento do desenvolvimento de anticorpos
e respostas pelas células TCD8" (Vautier et al., 2010). Os requisitos necessarios para
diferenciacdo de células TCD8" efetoras secretoras de I1L-17 (Tc17) parecem ser semelhantes
ao das células Th17. Células TCD8" e duplo-negativas podem servir como uma fonte alternativa
de IL-17 em resposta a B. dermatitidis, H. capsulatum e C. albicans. Sugere-se que as células
Tcl7 medeiam a protecdo por infecgdes fungicas em camundongos deficientes de células
TCD4" (Gladiator et al., 2013).

Com o aumento da incidéncia de micoses por todo o mundo e a falta de vacinas contra
qualquer patégeno fangico, cria-se uma necessidade de desenvolvimento de novas estratégias

de tratamentos antifungicos. A longevidade das células Th17 e Tc17 podem ser aplicadas nesses
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projetos de vacinas, por possuirem este pré-requisito potencial. Estratégias de imunizacao
utilizando o efeito protetor de células T, em particular células Th17, estabelecem um novo

paradigma para o desenvolvimento de vacinas para uso em humanos (Gladiator et al., 2013).

1.4. Receptores de Lectina do tipo C

Os CLRs possuem a capacidade de reconhecer uma grande variedade de PAMPs e
ligantes enddgenos incluindo proteinas e lipidios. Alguns dos receptores ligados a membrana
sdo capazes de induzir sinalizacdes intracelulares através de motivos de sinalizacdo (ITAM) ou
indiretamente por moléculas adaptadoras (FcRy), resultando desde o estimulo em respostas
celulares a inducdo de expressdo génica. Os CLRs foram divididos em 17 familias, mas
podemos destacar: Dectina-1, Dectina-2, Mincle, DC-SIGN, CLEC-1 e CD161, receptores
envolvidos na resposta pela via Th17 (Figura 4) (Vautier et al., 2010).
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Figura 4: Figura representativa das estruturas e vias de sinalizacdo conhecidos que sdo utilizados por
diferentes CLRs envolvidos na resposta Th17. Vautier et al., 2010.

A Lectina do tipo C Induzivel pelo macr6fago (Mincle) é uma proteina transmembrana

do tipo 11, expressa principalmente por macréfagos e células dendriticas. Assim como dectina-
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2, Mincle possui um unico CTLD extracelular, uma curta cauda citoplasmatica e associa-se
com o adaptador FcRy para acionar sinalizagdo intracelular através da via Syk/CARD?Y,
reconhecendo ligantes enddgenos e exdgenos como ceélulas necréticas, fungos e micobactérias
incluindo: Saccharomyces, Candida e Malassezia, preferencialmente estes ultimos fungos.
Mincle induz uma variedade de respostas celulares, induzindo a expresséo de TNF, MIP-2, KC,
IL-10 e IL-6. Camundongos nocaute de Mincle mostraram susceptibilidade a infecgdes por
Candida spp.; blogqueando-se a funcédo do receptor Mincle com anticorpos in vivo foi encontrada
uma reducdo no recrutamento de neutrofilos e citocinas inflamatdrias em resposta a morte de

células por necrose (Vautier et al., 2010).

Em resposta ao ataque dos fungos, o receptor de manose (CD206) pode induzir a
ativacdo de NFKB e na producao de varias citocinas como: I1L-12, IL-8, IL-1B, IL-6 e fator de
estimulacdo de col6nia de granulécito e macrofago (GM-CFS), podendo também realizar uma
funcdo imunossupressora quando certos patdégenos fangicos sdo reconhecidos, inibindo assim

a producdo de citocinas inflamatorias (Willment and Brown, 2007).

Dectina-1 é uma proteina transmembrana tipo Il, expressa em células mielGides
(mondcitos/macréfagos, células dendriticas e neutréfilos) e em varias populacdes de linfocitos.
O motivo de ativacdo do imunorreceptor baseado em tirosina (ITAM) medeia a sinalizacdo de
Dectina-1 levando a diferentes caminhos de sinalizagao, incluindo mediac6es por Syk/CARD9
e Raf-1 quinase. Ainda ndo estd elucidado como dectina-1 conduz o desenvolvimento da
resposta via Thl7, embora se saiba que Syk/CARD9 e Raf-1 quinase sdo caminhos de
sinalizacdo, além da fosfolipase C-y2, o que permite que este receptor estimule IL-1p, IL-6 e
IL-23 e iniba IL-12, que s&o citocinas importantes na resposta celular. Polimorfismos no gene
humano de dectina-1 (Tyr238X) resultam na falta de expressao do receptor dectina-1, de modo
que individuos homozigoticos sdo susceptiveis a infeccdo mucocutanea flngica por Candida
spp., possuindo falhas na producéo de citocinas incluindo IL-17, alterando assim a capacidade
de resposta celular ao fungo. Este polimorfismo também foi associado a diminuicdo da
incidéncia da doenca enxerto versus hospedeiro ligado a colonizacdo por Candida spp. nestes

pacientes (Vautier et al., 2010).

Dectina-2 é um receptor transmembrana tipo Il da familia dos CLRs, expresso
predominantemente em macrofagos teciduais, células dendriticas e monadcitos inflamatdrios.
Este receptor possui um CTLD (C-type lectin-like domains) ligado a um agucar classico que

reconhece de modo Ca?* dependente estruturas de manose expressos em acaros, fungos e
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micobactérias, tais como: Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Mycobacterium tuberculosis, Microsporum audouinii, Trichophyton rubrum,
Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum. Desempenha também um papel na
tolerancia na inducdo de UV (ultravioleta) através do reconhecimento de ligantes endégenos
ndo identificados de células T CD4" CD25". Este receptor ndo possui motivos de sinalizagao
tradicionais, por ter uma cauda citoplasmatica curta, dectina-2 se associa com o adaptador FcRy
contendo ITAM e pode desencadear sinalizacéo intracelular através de Syk/CARD9, podendo
induzir uma variedade de respostas celulares, incluindo a producédo de eicosandides, citocinas

e quimiocinas (Vautier et al., 2010).

Estudos mostraram pela primeira vez a avaliagdo da resposta celular a Candida
albicans sinalizada por dectina-2 provando que esta sinalizacdo contribui para a inducdo das
citocinas TNF, IL-6, IL-1p e IL-23 em células dendriticas estimuladas por particulas fungicas.
E importante ressaltar que a sinalizac&o por Syk/CARD9 desempenha um papel substancial no
desenvolvimento da resposta Th17 e Thl em infec¢des por Candida albicans em camundongos,
embora para esta Ultima resposta seja também necessario o receptor dectina-1. Outro estudo
demonstrou que camundongos deficientes em dectina-2 sdo capazes de reconhecer a-mananas
fangicas, essenciais na resisténcia a infec¢do por Candida albicans. Baseado nesses resultados,
Robinson et al. (2009) propuseram que dectina-1 e dectina-2 sdo responsaveis por quase toda a
sinalizacdo dependente de Syk/CARD9 induzida em resposta a estes patdgenos fungicos
(\Vautier et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta imunoldgica celular da via Th17 especifica ao Trichophyton rubrum

em pacientes portadores de dermatofitose extensa e/ou persistente.

2.2. Objetivos especificos

A. Obter um extrato antigénico de Trichophyton rubrum e avaliar sua capacidade de
indugdo de resposta celular “in vitro”, por meio da quantificacdo da resposta
linfoproliferativa de células mononucleares do sangue periférico, comparando-o com

outros estimulos inespecificos Pokeweed [PWM] e Candida ssp. [CMA].

B. Quantificar e qualificar a resposta imune celular “in vitro”, da resposta proliferativa
de células mononucleares do sangue periférico de individuos do grupo controle e do
grupo de pacientes portadores de dermatofitose extensa e/ou persistente ao peptideo
YIIDTGIDID do fungo T. rubrum e ao extrato antigénico, utilizando como controles
positivos o mitégeno Pokeweed [PWM] e Candida ssp. [CMA].

C. Avaliar a expressdo dos receptores de Lectina do tipo C: CD206 (Receptor de
Manose), Dectin 1 e Dectin 2 em mondcitos do sangue periférico de individuos do
grupo controle e do grupo de pacientes portadores de dermatofitose extensa e/ou
persistente.

D. Quantificar a secre¢do das seguintes citocinas: 1L-1p, IL-2, IL-4, IL-6, I1L-8, IL-10, IL-
12, 1L-17, IL-21, IL-23, IFN-y, TNF-a e TGF-p, por células mononucleares de sangue
periférico estimulado por PWM, CMA, peptideo YIIDTGIDID do fungo T. rubrum e

0 extrato antigénico de T. rubrum.



MATERIAIS E METODOS




44

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

3.1.1. Pacientes

Analisamos 4 pacientes do Departamento de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) com
dermatofitose causada pelo Trichophyton rubrum, que apresentaram comportamento de doenca

de forma atipica, onde foram levados em consideracao os seguintes critérios:

- Tempo da doenca;

- Localizacdo atipica;
- Extenséo;

- Disseminacéo;

- Recrudescéncia;

- Refratario ao tratamento.

Para cada paciente foi aplicado uma Ficha Clinica (Anexo A) para caracterizacdo dos

mesmos e dos critérios de exclusdo, sendo eles:

- Doenca de base que esteja associada a doenca;

- Uso de corticoides ou qualquer medicacao imunossupressora;
- Menores de 18 anos de idade;

- Gestantes;

- Imunodeficiéncia primaria ou secundaria conhecida;

- Dermatofitose causada por outros dermatofitos que ndo o Trichophyton rubrum.

Para identificacdo do dermatofito foi realizado um raspado da leséo para diagnosticar
a presenca de filamentos de dermatofitos. Havendo positividade o material bioldgico foi
cultivado em meio agar Batata pelo periodo de 15 dias para identificacdo da espécie. Os
pacientes selecionados foram acompanhados no Ambulatério de Imunodeficiéncias Primarias
(ADEE 3003) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo.
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3.1.2. Controles

Foram avaliados 6 individuos controles diagnosticados com dermatofitose pelo fungo
Trichophyton rubrum com lesbes brandas sem grandes extensdes, que realizaram tratamento
pelo ambulatorio do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) e obtiveram melhora clinica com o

tratamento instituido.

Foram utilizados os mesmaos critérios de exclusao do grupo de pacientes acrescentando
as onicomicoses. Para o diagndstico do dermatdfito foi utilizado o mesmo critério de exclusédo

do grupo de pacientes.

3.1.3. Coleta de amostra bioldgica

Apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B) pelo
paciente e o individuo controle ou seu representante legal, foi coletado o material bioldgico
(sangue periférico) pela parte da manha na coleta de rotina do seguimento dos pacientes. Foram
coletados 5 mL de sangue em EDTA (para caracterizagdo dos receptores de Lectina do tipo C
por citometria de fluxo) e 63 mL de sangue em heparina para os ensaios funcionais. O projeto
tem a aprovacdo da Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP
(CAPPesq) sob o n° de protocolo 855/00 (Anexo C).

3.2. Obtencéo do extrato do Trichophyton rubrum

3.2.1. 18 Fase - Solubiliza¢@o do Extrato Congelado

Foi utilizada uma amostra fangica (20g) liofilizada que estava armazenada a uma
temperatura de -80°C, na qual foi cultivada em meio Czapeck e extraida com Liquido de Coca
(Souza, VM 1993), proveniente de um projeto anterior realizado em nosso laboratorio (Bressani
etal., 2011) (Figura 5).
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Figura 5: Extrato do fungo Trichophyton rubrum. Congelado a -80°C,
produzido por Domingues, 2007.

Para solubilizacdo do extrato foi adicionado 25mL de PBS e homogeneizado em
vortex. O material foi entdo armazenado em geladeira a 4°C pelo periodo de 24 horas. Apés
este periodo o extrato foi levado ao vodrtex, ndo obtendo ainda a solubilidade desejada.
Adicionou-se entdo, mais 75mL de PBS e levado ao vortex por 2 minutos. O extrato entdo foi
dividido em 4 tubos de polietileno do tipo Falcon (25mL em cada tubo). Um tubo foi apoiado
em um Becker contendo gelo e levado ao Sonicador Sonic Desmembrator (Quigley - Rochester
Inc.) a 80 MHz em 4 fases: 12 fase: 4 periodos de 1 minuto com intervalo de 20 segundos. 22
fase: 4 periodos de 5 minutos com intervalo de 20 segundos. 32 fase: 4 periodos de 15 minutos
com intervalo de 20 segundos. 42 fase: 4 periodos de 30 minutos com intervalo de 1 minuto. 52
fase: 6 periodos de 30 minutos com intervalo de 1 minuto. Todas as fases a 80 MHz com o
cuidado da temperatura da amostra. Apos todo este processo, ndo obtivemos a solubilidade do
extrato fungico, contendo ainda "grumos". Partimos entdo para maceragdo mecanica com pistilo
de porcelana e duas filtragens em filtro Millipore com poro de 22 pum para deixar a amostra

transltcida. Este extrato foi chamado de Extrato TR1.

3.2.2. 22 Fase - Dialise

A fim de aumentar a concentracdo de proteinas no Extrato 1 T. rubrum, a amostra foi
passada para uma membrana de diélise e deixada na estufa a 30°C por 40 horas com o volume
inicial de 32,5 mL. Ap0s este periodo o extrato foi filtrado em filtro Millipore com poro de 22

um (Extrato TR2 - p6s dialise).
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3.2.3. 32 Fase - Solubilizagdo do Extrato Congelado

Da mesma amostra liofilizada armazenada a -80°C, foi retirada uma aliquota de 5
gramas de extrato, colocada em uma seringa de 20 mL e completada com agua destilada até a
marca de 10 mL. Em outra seringa de mesmo volume, foi adicionado 10 mL de solucao tampéo
de refolding e SDSPAGE 2x inibidor de protease (Composigéo: Tris HCI 0,1 M pH 6,8; SDS
2%; Uréia 10M; PMSF 0,002M; Bromphenol Blue 0,01%) (Figura 6A). As duas seringas foram
encaixadas em uma torneira de 3 vias para permitir uma livre passagem de uma seringa para a
outra, livre de perdas, de modo a se obter uma suspensdo homogénea que depois foi transferida

para um tubo do tipo Falcon e aquecida a 70°C em banho-maria por 15 minutos (Figura 6B).

Figura 6: Solubilizac@o do extrato de Trichophyton rubrum congelado. Seringa de 20mL, contendo
5¢ de extrato de T. rubrum com agua destilada até a marca de 10mL e outra seringa contendo 10mL de
solugdo tampdo de refolding e SDSPAGE 2x conectadas a uma torneira de 3 vias (A). Extrato de T.
rubrum ap6s procedimento para eluicdo em torneira de 3 vias (B).

O material foi distribuido em tubos de polipropileno tipo Eppendorf e centrifugados a
11.337 x G por 3 minutos. Recuperado o sobrenadante e passado para um tubo do tipo Falcon
para dosagem de concentracdo de proteinas (12 aliquota). Este extrato foi chamado de Extrato
TR3 - 12aliquota. Em uma aliquota do Extrato TR3 foi adicionado 200mL de TCA 50% (Acido
Tricloroacético), deixado no gelo a 4°C pelo periodo de 1 hora (neste periodo a solu¢do muda
sua coloragdo de verde escuro para amarelo) (Figura 7). A amostra foi distribuida em tubos tipo
Eppendorf e centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C a 26.295 x G por 2 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido com 240 puL de NaOH 1M e 80 pL de
tampé&o Borato de Sddio 0,1M pH 7,5 (Composicao: glicerol 50%; NaCl 0,05M; Phenol Red

16mg/mL). Nesse momento a solucdo passou para a cor alaranjada. Separou-se uma aliquota
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para dosagem de concentracdo de proteinas (22 aliquota) e o extrato foi armazenado em
geladeira a 4°C por 24 horas. Para retirar todos os reagentes utilizados para precipitacdo de
proteinas, foi realizada lavagem da 22 aliquota com Acetona ((CH3)2 CO) peso molecular 58,08.
Em um tubo do tipo Falcon foi adicionado 5 mL do Extrato TR3 - 22 aliquota e 45 mL de
Acetona, centrifugado a 1.409 x G por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi
aquecido com um secador de cabelos, com o ar quente voltado para a parede do tubo do tipo
Falcon, até formar um po tonico. Este pé foi dissolvido com 500 pL de agua destilada e levado
ao vortex. O material foi colocado na centrifuga e dado um "spin” (colocado na velocidade
maxima e centrifugado por 10 segundos). Esse material foi passado para um tubo tipo
Eppendorf (Extrato TR3 —concentrado). Na parede do tubo do tipo Falcon, foi adicionado
500 pL de agua destilada para "limpar" o tubo, levado ao vértex e a centrifuga e dado um "spin”
(Extrato TR3 —diluido 1). Ambas as amostras foram filtradas em filtro Millipore poro 0,22um
(Schleicher & Schuell) para esterilizagdo. Durante a filtragem do extrato concentrado,
percebeu-se que havia muito material no filtro. Adicionamos ent&o nesse mesmo filtro, 1 mL
de PBS 1x obtendo entdo um Extrato TR3 —diluido 2. Na filtragem do extrato diluido, o filtro
absorveu todo o material. Adicionou-se entdo 1 mL de PBS 1x. Todas as amostras tiveram

dosadas as concentracdes de proteinas.

Figura 7: Solubilizacdo do extrato congelado de T. rubrum. Aliquota do Extrato TR3 contendo 200
mL de TCA 50% (Acido Tricloroacético) apds ter sido deixado no gelo a 4°C pelo periodo de 1 hora.

3.2.4 Amostra fungica

Todos os protocolos a seguir, foram realizados a partir da amostra fungica de
Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188 (Figura 8).
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Trichophyton rubrum
ATCC 28188 - Anverso

Trichophyton rubrum
ATCC 28188 - Verso

Figura 8: Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188. Cultura em meio agar Batata com cloranfenicol,
cultivado com amostra ATCC em placas de Petri com crescimento estatico a 25°C.

3.2.5. 4% Fase - Producéo de Meios de Cultura

Agar Sabouraud: Foram preparados 5 litros de meio de cultura utilizando: 100g
Glicose (D-glicose Anidra (Dextrose) - Synth); 50g de Peptona (Bacto™ Peptone (BD); 500
mg Cloranfenicol (dissolvido em alcool 96%). Foi dissolvida a Glicose com a Peptona em 1
litro de agua destilada fria em um baldo de vidro, logo apos foram acrescentados os 4 litros
restantes de agua destilada aquecida e homogeneizada. O preparo desse meio foi realizado em
agua fervente dentro da auto-clave onde foi adicionado o Agar. O meio foi entdo autoclavado

a 120°C por 20 minutos.

Agar Batata: Foram preparados 3 litros de meio de cultura utilizando: 117 g de Agar
Batata - Difco™ Potato Dextrose Agar (BD) e diluido em 3 litros de 4gua destilada aquecida

para homogeneizacéo e esterilizagdo em auto-clave a 120°C por 20 minutos.
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3.2.6. 52 Fase - Extracdo com Mertiolato Borato

Preparagdo de 1 litro de Mertiolato Borato: Solugéo de Timerosal, segundo Standard
& Kaufman (1982) na concentracdo de 1:5000; 1 g de Etil Mercurio salicilato de sédio (Sigma);
1,4 g de Borato de Sédio e 1 litro de agua destilada. Essa solugéo foi armazenada em geladeira.
A partir da amostra fungica de Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188, foi feito repique em 150
tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud com cloranfenicol (Figura 9) e 150 tubos de ensaio
contendo Agar Batata com cloranfenicol e deixados em temperatura ambiente. Foi adicionado
Mertiolato Borato em temperatura ambiente, no 10°, 15° e 20° dia de crescimento fngico, em
uma quantidade que cobrisse todo o meio de cultura juntamente com os micélios (Figura 10).
Os tubos foram armazenados no escuro a temperatura ambiente por 24 horas. Apos este periodo
cada amostra foi filtrada e armazenada em frasco ambar e mantidas em geladeira a 4°C. Foram
feitas aliquotas para dosagem da concentracgdo de proteinas e todo o procedimento foi realizado
em capela de seguranca bioldgica. Para certificacdo de pureza, antes da adi¢do do Mertiolato

Borato, foi feita uma ldamina de cada cultura para analise microscopica.

Figura 9: Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188. Cultura em meio agar Sabouraud com cloranfenicol,
cultivado com amostra ATCC em tubos de ensaio, com crescimento estatico a 25°C.
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Figura 10: Extracdo com Mertiolato Borato. Adigdo de Mertiolato Borato até a cobertura completa
da cultura de T. rubrum em meio &gar Sabouraud com cloranfenicol, cultivado com amostra ATCC em
tubos de ensaio, com crescimento estatico a 25°C no 10° dia de crescimento.

3.2.7. 62 Fase - Extrac&o com Acido Tricloroacético (TCA)

A partir da amostra fangica de Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188, foi feito
repique em quatro placas de Petri de poliestireno descartaveis de 140x15mm contendo meio de
cultura agar Batata com cloranfenicol e deixadas em crescimento por 12 dias em estufa a 25°C
(Figura 11). Os micélios foram transferidos para uma peneira para retirada do excesso de agar
aderido a base micelial. A massa micelial vermelha foi transferida para 2 frascos tipo
Erlenmeyer contendo 200 mL de caldo Batata cada um e deixados em agitacdo por 3 dias a
37°C. Todo o material foi dividido em tubos do tipo Falcon, centrifugados em centrifuga
refrigerada a 4°C a 1.948 x G por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e separado do pellet.

O pellet foi reservado para utilizagdo na 22 fase deste protocolo.
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Figura 11: Extracdo com Acido Tricloroacético (TCA). Cultura de T. rubrum em meio agar Batata
com cloranfenicol, cultivado com amostra ATCC em placa de Petri em poliestireno descartavel
140x15mm, com crescimento estatico a 25°C no 12° dia de crescimento.

A 12 fase deste protocolo consistiu na obtencdo do antigeno secretado-excretado,
realizado em 3 processos distintos: A) Em um tubo do tipo Falcon, foi adicionado 4 volumes
de Etanol absoluto a -20°C (40 mL) e 10 mL do sobrenadante, agitado e incubado por 18 horas
no freezer -20°C para precipitagdo de proteinas. Apos este periodo o material foi centrifugado
em centrifuga refrigerada a 4°C a 453 x G por 15 minutos, desprezado o sobrenadante e o pellet
ressuspendido com 1 mL de PBS 1x e esterilizado por filtragdo 0,22 pm e reservado para
dosagem de concentracdo de proteinas. B) Foi adicionado 1/10 do volume de TCA 50% gelado,
agitado e deixado em banho de gelo por 1 hora, centrifugado, o sobrenadante drenado em filtro
de papel. O pellet foi dissolvido em 500 pL de solugdo tampéo carbonato pH 9,0 0.1M. C)

Armazenado em geladeira a 4°C.

2% fase: Em uma seringa de 20 mL adicionou-se 10 gramas do pellet e completou-se
com agua destilada até a marca de 10 mL. Em outra seringa de mesmo volume, foram
adicionados 10 mL de solugdo tampdo de refolding e SDS-PAGE 2x inibidor de protease
(Composicao: Tris HCI 0,1 M pH 6,8; SDS 2%; Uréia 10M; PMSF 0,002M; Bromphenol Blue
0,01%). As duas seringas foram encaixadas em uma torneira de 3 vias para homogeneizagéo da
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suspensdo, que depois foi transferida para um tubo do tipo Falcon, aquecida a 70°C em banho-
maria por 15 minutos. O material foi distribuido em tubos tipo Eppendorf e centrifugados a
11.337 x G por 3 minutos. Recuperado o sobrenadante, esse foi passado para um tubo do tipo
Falcon para dosagem de proteinas (Solucéo 1). Com uma aliquota da solucédo 1, adicionou-se
1 mL de solucéo de TCA 50%, deixado em banho de gelo por 1 hora. A solugdo mudou da cor
verde escuro para amarelo. A amostra foi distribuida em tubos tipo Eppendorf, centrifugadas a
26.295 x G por 2 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C e o sobrenadante desprezado. O pellet
foi ressuspendido com 240 pL de NaOH 1M e 80 pL de solucdo tampéo Borato de Sodio 0,1M
pH 7,5 (Composicao: glicerol 50%; NaCl 0,05M; Phenol Red 16mg/mL). A solu¢do mudou
para a cor alaranjada. Nesse momento foi reservada uma aliquota para dosagem de proteinas
(Solucéo 2). Em um tubo do tipo Falcon contendo 5 mL da solucdo 2, foi adicionado 45 mL de
Acetona ((CHz)2 CO) peso molecular 58,08, centrifugado a 1.409 x G por 10 minutos, 0
sobrenadante desprezado e o pellet aquecido com um secador de cabelos, com o ar quente
voltado para a parede do tubo do tipo Falcon, até formar um pdé ténico. Este pé foi dissolvido
em 500 pL de agua destilada e levado ao vortex. O material foi colocado na centrifuga e dado
um "spin”. O material foi transferido para tubos tipo Eppendorf, sendo reservada uma aliquota

para dosagem de concentracdo de proteinas (Solucéo 3) e armazenado em geladeira a 4°C.

3.2.8. 7 Fase - Extracéo com Liquido de Coca

Preparo para 1 litro de meio Czapeck: 2 g de NaNOs (Riedell); 1 g de K:HPO4 (Vetec);
0,5 g de MgSOs (Intermat); 0,5 g de KCI (Vetec); 0,01 g de FeSO4 (Synth); 15 g de Maltose
(Vetec); 15 g de Dextrose (Vetec) e 10 g de Triptona (Oxoid). Os ingredientes foram dissolvidos
em &gua destilada aquecendo em banho-maria. Foram adicionados 200 mL de meio Czapeck
modificado em 8 garrafas de vidro, que foram esterilizadas em auto-clave juntamente com o
meio de cultura, a 120°C por 20 minutos, pH entre 6,8 e 7,0. As garrafas foram armazenadas

em temperatura ambiente e devidamente lacradas.

Em capela de seguranca bioldgica, foi repicada em cada garrafa uma aliquota do fungo
Trichophyton rubrum ATCC n° 28.188, lacradas e deixadas em bancada & temperatura
ambiente pelo periodo de 20 dias (Figura 12). Apos este periodo, para comprovagdo de pureza,
foi retirada uma gota de cada garrafa e transferida para tubos contendo meio agar Batata com

cloranfenicol e deixadas em temperatura ambiente por 15 dias.
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Figura 12: Extracdo com Liquido de Coca. Cultura de T. rubrum em meio Czapeck modificado
conforme Souza, VM (1993), cultivado com amostra ATCC em garrafas de vidro esterilizadas, com
crescimento estatico a temperatura ambiente no 20° dia de crescimento.

Com as amostras puras aplicou-se o protocolo conforme Souza, VM (1993). O micélio
foi filtrado, separando o macerado e o filtrado. O macerado foi lavado trés vezes com agua
destilada e trés vezes com alcool 96% e deixado secar em estufa a 37°C por 48 horas. Apos este
periodo o material foi triturado e pesado em balanga analitica, contendo 40 g de extrato. A
tricofitina foi extraida com Liquido de Coca (0,5 g de NaCl; 0,275 g de NaHCOs3; 100 mL de
agua destilada) segundo Costa (1960), adicionada a uma concentragdo peso x volume de 10%.
Adicionou-se entdo 4 mL de Liquido de Coca para 40 g de extrato fungico, armazenado em
frasco @mbar e mantido a 4°C durante sete dias. A seguir foi centrifugado a 990 x G por 10
minutos, o sedimento desprezado e o sobrenadante armazenado em geladeira a 4°C por 7 dias.
Apos este periodo, o filtrado foi aliquotado em garrafas de vidro, devidamente identificadas e
armazenadas em geladeira a 4°C (Extrato com Liquido de Coca 1). Apo6s este periodo foram
retirados 10 mL do Extrato com Liquido de Coca 1 e adicionados quatro volumes de Etanol
absoluto a -20°C, agitado e incubado por 18 horas no freezer -20°C para precipitacdo de
proteinas. Apds este periodo o material foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 4°C a 453
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x G por 15 minutos, reservado o sobrenadante e o pellet ressuspenso com 1 mL de PBS 1x e
esterilizado por filtracdo em filtro de poro de 0,22 um (Extrato com Liquido de Coca 2).

3.2.9. 82 Fase - Ajuste de pH

A dosagem do pH foi realizada por meio do pHmetro Quimis, onde o balanceamento

do pH foi realizado com: NaOH 1M para alcalinizacdo e HCI 1N para acidificag&o.

3.3. Quantificacdo de proteinas

As concentragdes de proteinas foram quantificadas pela técnica de Bradford (Souza &
Gambale, 1993). Para curva padréo foi utilizado BSA (Bovine Serum Albumin) seguindo as

diluicdes conforme protocolo - Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo Scientific).

3.4. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE)

Os extratos produzidos de Trichophyton rubrum foram misturados com tampao de
amostra g.s.p. 1x loading buffer — 2x (Tris/HCI pH 6,8 100mM; SDS 4%; Azul de Bromofenol
0,2%; Glicerol 20%; antes do uso foi adicionado di-tiotreitol g.s.p. 200mM (estoque: 1 M
armazenado a -20°C)) e fervido a 76°C por 5 minutos. Em placas Mini protean 111 — BioRad,
aplicou-se o gel de resolucdo no aparato, adicionando agua Milli-Q até nivelar o gel. Apos a
polimerizacdo, a agua foi retirada e deixada para secar com papel de filtro. Aplicou-se entédo o
gel de empacotamento e inserimos o pente. Com o aparelho de eletroforese ja contendo o
tampéo de corrida (Tris 250 mM; glicina pH 8,3 2,5M; SDS 1%) foi realizada a corrida
eletroforética (100 V a 200 V).

3.5. Separacdo das células mononucleares

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas através da
coleta de sangue periféerico em tubo heparinizado, diluido em solucédo salina isotonica esteril
em proporc¢éo 1:1 (volume a volume) e posteriormente passada para um tubo conico tipo Falcon
contendo Ficoll Hypaque de densidade 1.076 (GE Healthcare, Brasil) (Ficoll-Hypaque) na
propor¢do 1:3 (Boyum, 1968). Esses tubos contendo o sangue a ser processado foram

centrifugados a 867 x G por 20 minutos. Apds o periodo de centrifugacéo, o anel composto por
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células mononucleares foi aspirado e passado para um tubo cénico contendo meio enriquecido
estéril (RPMI-1640 com 10% soro humano AB) e foram lavadas duas vezes em centrifuga a
453 x G por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e as células foram ressuspensas em 1 mL
do meio enriquecido, retirando-se 20 pL de células para contagem em camara de Neubauer e

avaliou-se a viabilidade e a concentragao celular com a coloragédo azul de Tripan (0,4%).

3.6. Congelamento e descongelamento de células

As células dos pacientes e controles foram congeladas para realizacdo de ensaios
posteriores. O processo de congelamento foi realizado ap0s as células serem lavadas a 453 x G
por 10 minutos e ressuspensas por gotejamento em solucdo contendo 50% de soro fetal bovino
(SFB), 40% de RPMI e 10% de dimetilsulféxido (DMSO). O material foi transferido para
criotubos acondicionados em container contendo alcool isopropilico (Mr. Frost Nalgene®

Nunc.) e diretamente levados ao freezer -80°C.

O descongelamento destas células foi realizado por imersdo do criotubo em banho-
maria a 37°C e em seguida ressuspenso com 10mL de RPMI a 10% de SFB, lavado duas vezes
a 453 x G por 10 minutos, o pellet ressuspenso em 1 mL e determinada viabilidade por meio da

contagem de células coradas pelo Azul de Tripan (0,4%) em Camara de Neubauer.

3.7. Cultura e estimulacdo das células para linfoproliferacéo

As células mononucleares dos pacientes e dos controles foram cultivadas em
microplacas de fundo plano de 96 orificios, a uma densidade de 2x10°/mL em meio RPMI-
1640 enriquecido com 10% de soro humano AB, L-glutamina e estimuladas pelo mitdgeno
Pokeweed (PWM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) na concentracdo de 5 pg/mL sendo
utilizado como controle positivo da resposta linfoproliferativa, pelo antigeno metabdlico de
Candida sp. (CMA, Greer Laboratories, EUA) na concentracdo de 5 pg/mL, pelo extrato de T.
rubrum (10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml e 0,62 pg/ml) inicialmente e pelo peptideo
do T. rubrum (YIIDTGIDID) a partir da concentracdo mae de 750 mM nas dilui¢cdes de 120
mM; 60 mM; 30 mM; 15 mM (Invitrogen Corporation, EUA), durante seis dias em estufa a
37°C e 5% de CO?. Cerca de 18 horas antes do tempo previsto para o término do cultivo (144
horas), foram adicionados 3,7 x 10?mBq (1 pCi) de timidina tritiada (sH-TdR) (Amersham

International, UK), diluida em meio de cultura (RPMI-1640). Ao final da incubacdo as células
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foram coletadas em membrana de fibra de vidro (Wallac) através de um coletor de células (Cell
Harvester, Perkin EImer, EUA). Depois de secos, 0s niveis do radioisétopo incorporados na
membrana foram quantificados com o auxilio de um contador de radiacdo beta (Wallac Micro
Beta 1450, Maryland, EUA). Os resultados das culturas foram apresentados pela média
aritmética das triplicatas dos pogos estimulados, divididos pela medida aritmética das triplicatas

ndo estimuladas e expressos como indice de estimulacao (I.E.).

3.8. Cultura e estimulacéo das células para avaliacdo de moléculas de superficie

As células mononucleares do grupo de pacientes e do grupo controle foram cultivadas
em placas de fundo plano com 24 orificios, a uma densidade de 2x10%mL em meio RPMI-1640
enriquecido com 10% de soro humano AB, L-glutamina e estimuladas com PMA e lonomicina
na concentracdo de 50 ng/mL e 1 pg/mL, respectivamente, por poco pelo periodo de 6 horas,
estimuladas também pelo peptideo do T. rubrum (YIIDTGIDID) a partir da concentracdo mae
de 750mM na diluicdo de 1/12,5 (Invitrogen Corporation, EUA) e o extrato fungico durante 6
dias, em estufa & 37°C e 5% CO? Em cada poco foi adicionado 0,4 pL das moléculas co-
estimulatorias CD28 e CD49d, incluindo a condi¢édo basal. Apos este periodo, as células foram
coletadas para marcacao extracelular e a avaliagdo das moléculas de superficie foi realizada por
citometria de fluxo. Foram utilizados dois pocos a mais para cada individuo, nos estimulos pelo

peptideo do T. rubrum e os extratos fungicos para posterior coleta de sobrenadante.

3.9. Caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo

3.9.1. Método de analise

Para analise de frequéncia de células Th17 e das células Tc17 foram utilizadas células
ndo marcadas com fluorocromos para ajuste de voltagem dos lasers no citbmetro e em seguida
realizada a compensacéao (subtragdo da interferéncia de uma cor na outra) onde séo utilizadas
microesferas marcadas com os anticorpos monoclonais a serem utilizados nos ensaios. A partir
do gate (regido de interesse selecionada) com as microesferas (Figura 13A) delimita-se dois

picos (negativo e positivo) para cada fluorocromo (Figura 13B).
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Figura 13: Métodos de compensac¢do automatica no FlowJo X com esferas magnéticas. A) Grafico
em dotplot demonstrando gate para selecdo de esferas magnéticas. B) Histograma exemplificando o
método de compensagdo automatica para o fluorocromo FITC-A onde se demonstra a delimitagdo do
pico de esferas negativas (pico esquerdo) e positivas (pico direito).

3.9.2. Estratégia de analise das células Th17 e Th17meme Tcl7 e Tcl7mem

Foram retiradas as possiveis interferéncias e oscilagdes do laser (Time), possiveis
agrupamentos celulares (Singlet's) e utilizado o fluorocromo Live/DEAD® como um marcador
de viabilidade celular (Figura 14 A, B e C respectivamente). A caracterizacao das células Th17,
Th17mem, Tcl7 e Tcl7wvem foram obtidas através da selecdo da populacdo de linfocitos obtidos
pelos parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) (Figura 14D) onde para
delimitacdo do gate foi utilizado o recurso Contour Plot para melhor visualizacdo das
populacdes celulares (Figura 14E). Apds delimitar a populacdo de linfdcitos, segue-se a analise
pela expressdo da proteina de superficie celular CD3 (Figura 14F) seguida da selecdo de
linfocitos T CD8- e T CD8+ (Figura 14G) avaliando em cada populagdo o ancoramento da
citocina IL-17A na molécula IL-17F presente na membrana dos linfdcitos T (Figura 14H),
formando assim um heterodimero. Foi avaliado também o ancoramento da citocina IL-17A nas
células CD45R0O+ e CD45R0- (Figura 14 1, J e K) dentro de cada populacao de células T, tanto
negativa quanto positiva de maior intensidade para CD8 (Brucklacher-Waldert et al., 2010).
Foi utilizada a analise Booleana do programa FlowJo X para os seguintes fen6tipos: CD3+CD8-
IL-17A+CD161+CCR6+ para as células Th17, CD3+CD8-CD45RO+IL-
17A+CD161+CCR6+ para as células Th17mem; CD3+CD8+I1L-17A+CD161+CCR6+ para as
células Tcl7; CD3+CD8+CD45R0O+IL-17A+CD161+CCR6+ para as células Tcl7vem.
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Figura 14: Estratégia de analise para caracterizagdo das células Th17 e das células Tcl17. As areas
delimitadas (gates) representam as populagdes consideradas para analise. A purificacdo da analise foi
realizada pela retirada das interferéncias do laser pelo gate Time (A), possiveis agrupamentos celulares
através do gate Singlets (B), e também utilizado um marcador de viabilidade celular Live/DEAD® (C).
Para delimitar a populagdo de linfdcitos foram utilizados os parametros de tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) (D) sendo utilizado o recurso Contour Plot para melhor delimitar a populagdo
desejada (E). Dentro da populagéo de linfécitos, selecionaram-se as células que expressam a molécula
CD3 em sua superficie (F), seguido da selecdo de linfocitos T CD8- e T CD8+"9" (G) onde foi avaliado
a frequéncia de células Th17 no fenétipo CD3+CD8- e a frequéncia de células T citotoxicas com o
fenétipo CD3+CD8+high que apresentam a citocina IL-17A ancorada em sua membrana (H). Foram
avaliadas também as populacdes de células CD45R0O+ e CD45RO- dentro de cada populacdo de célula
T (1), analisando a frequéncia de células T expressando a IL-17A presentes dentro de cada populacdo
seguindo  os  seguintes  fenotipos: CD3+CD8-CD45RO+ e  CD3+CD8-CD45R0O-,
CD3+CD8+""CD45R0O+ e CD3+CD8+""CD45R0O- (J e K).
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3.9.3. Imunobloqueio

As células retiradas da cultura foram lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS)
1% BSA a 453 x G por 5 minutos e realizado imunobloqueio com solucdo de 20 pL de
imunoglobulina intravenosa na concentracao 100 mg/mL em 500 pL de solucéo salina isotonica
e posteriormente incubadas por 20 minutos a 4°C na auséncia de luz. Ap6s o tempo de
incubacgéo foram lavadas a 453 x G por 5 minutos e desprezado o sobrenadante por inversao.

3.9.4. Viabilidade Celular

Para determinar a viabilidade celular, as células foram marcadas em sua superficie
com o fluorocromo Live/DEAD®, incubado por 30 minutos a 4°C na auséncia de luz. Apés o
periodo de incubagdo as células foram lavadas a 453 x G por 5 minutos e desprezado o

sobrenadante por inversdo.

3.9.5. Marcacéao extracelular

As células foram marcadas com anticorpos CD3, CD8, CD45RO0, IL-17A, CD161 e
CD196 e incubadas por 30 minutos a 4°C na auséncia de luz. Ap6s o tempo de incubacéo foram
lavadas a 453 x G por 5 minutos e ressuspensas com 500 puL de PBS com 100 pL de

paraformaldeido para fixacdo das células (Quadro 1).

Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante Volume de uso
Anti-CD3 APC-Cy7 mouse BD Pharmingen 5uL
Anti-CD8 Texas Red mouse BD Biosciences 0,63uL
Anti-CD45R0O FITC mouse BD Biosciences 5uL
Anti-IL-17A Alexa Fluor 700 mouse BD Pharmingen luL
Anti-CD196 PE-Cy7 mouse BD Biosciences 0,31pL
Anti-CD161 PE-Cy5 mouse BD Biosciences 2,5uL

Quadro 1: Relacdo dos anticorpos monoclonais utilizados para marcacdo extracelular das
células Th17, Th17mem, Tcl7 e Tcl7mem
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3.9.6. Estratégia de analise dos receptores de Lectina do tipo C

A caracterizagdo dos receptores de Lectina do tipo C foi obtida através da selecdo da
populacdo de mondcitos obtidos pelos parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-
A) (Figura 15A) onde para delimitacéo do gate foi utilizado o recurso Contour Plot para melhor
visualizagdo das populaces celulares (Figura 15B) e pela expresséo da proteina de superficie
celular CD14 (Figura 15C) e a partir desta populacdo histogramas dos receptores: CD206
(receptor de manose), Dectin 1 e Dectin 2 (Figura 15 D, E e F, respectivamente) com o gate

dividindo a populacdo negativa (esquerda) da populacédo positiva (direita).
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Figura 15: Estratégia de analise dos receptores de Lectina do tipo C. Grafico de pontos dot plot com
parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) selecionada a populagdo de mondcitos (A)
gue para delimitacdo do gate, foi utilizado o recurso Contour Plot para melhor visualiza¢do da populacao
desejada (B). Gate da populagédo com expressdo da molécula CD14 (C). Dentro da populagdo CD14+
histogramas demonstrando os receptores de Lectina do tipo C: CD206 (receptor de manose), Dectin 1 e
Dectin 2 (D, E e F, respectivamente).



62

3.9.7. Avaliacéo dos Receptores de Lectina do tipo C

Foram coletados 4 mL de sangue periférico em tubo EDTA de pacientes e controles,
para avaliacdo dos receptores de Lectina do tipo C onde as células foram caracterizadas pelos
fenotipos: CD14+CD206+, CD14+Dectinl+ e CD14+Dectin2+ (Quadro 2) para ensaio por

citometria de fluxo e FMO para CD206, Dectin 1 e Dectin 2 para determinacao dos gates.

Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante Volume de uso
Anti-CD14 PE mouse BD Pharmingen luL
Anti-CD206 APC-Cy7 mouse BD Pharmingen 0,15uL
Anti-Dectinl Alexa Fluor 700 mouse BD Pharmingen 2,5uL
Anti-Dectin2 APC mouse BD Pharmingen 1,25uL

Quadro 2: Relacdo dos anticorpos monoclonais utilizados para marcagdo dos receptores de Lectina do
tipo C.

3.9.8. Lise de hemacias e marcagao extracelular

Foi realizada a marcacdo de anticorpos monoclonais em 70 pL de sangue total,
incubados por 20 minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz. Para lise de hemacias,
ap6s o periodo de incubagdo foi adicionado 250 pL de solucdo de lise OptiLyse® C
(BECKMAN COULTER) e incubado por mais 20 minutos em temperatura ambiente na
auséncia de luz. Realizada lavagem a 453 x G por 5 minutos foi adicionado 750 pL de solugédo
isotdnica e incubada por 15 minutos, temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apdés este periodo
foram realizadas duas lavagens com 1 mL de PBS. Para fixacao, as células foram ressuspensas

com 500 pL de solucdo isotdnica com 100 pL de paraformaldeido.

3.10. Analise de Frequéncia

Para a expressdo da frequéncia (%) de cada populagéo celular, foi utilizada a seguinte

férmula;

frequéncia da populacdo estudada _ x n°de células da populacéo de linfécitos(mondcitos)
100
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4. RESULTADOS
4.1. Obtencéo e padronizacao dos extratos antigénicos de Trichophyton rubrum

4.1.1. Solubilizacao do extrato de Trichophyton rubrum congelado

4.1.1.1. Quantificacdo de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi quantificada pela técnica de Bradford (Quadro 3).

Extratos Conc. Proteina Volume final

Extrato TR1 5 pg/mL 65 mL

Extrato TR2 - p6s didlise 36,22 pg/mL 12,5 mL
Extrato TR3

12 aliquota 205 pg/mL 20 mL

22 aliquota 171 pg/mL 5mL
concentrado 1.952,5 pg/Ml 470 mL
diluido 1 174,8 pg/mL 950 mL

diluido 2 23,38 pg/mL 1mL

Quadro 3: Dosagem de Proteinas totais pela técnica de Bradford e dosagem do pH

4.1.1.2. Linfoproliferacdo

4.1.1.2.1. Extrato TR2 — po6s didlise

Para avaliacdo da linfoproliferacdo celular frente ao Extrato TR2 — pés dialise, foi
utilizada a seguinte curva de concentragdo: 36,22 pug (PURO), 30 ug, 25 pg, 20 ug, 15 ug, 10
Mg, 5 Mg, 2,5 ug, 1,25 pg e 0,75 pg. O indice de estimulacdo (I.E.) para as respectivas
concentragdes foram de: 1,68; 1,55; 1,23; 1,65; 1,94, 3,68; 9,11; 7,61, 6,15 e 5,9. Considerando,
um LE., acima de 3 como responsivo, observa-se que o Extrato TR2 — pds dialise possui a

capacidade de inducdo de linfoproliferacdo nas concentragdes que variam de 10 pg/mL a 0,62
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pg/mL conforme cultura realizada com um individuo controle imunocompetente e sensibilizado

ao T. rubrum pelo periodo de 6 dias (Gréafico 1).

Graéfico 1: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato TR2 - T. rubrum pos dialise
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4.1.1.2.2. Extrato TR3 — concentrado, diluido 1 e diluido 2

Neste experimento foram analisados 0s seguintes extratos: Extrato TR3 - concentrado,
diluido 1 e diluido 2, com uma curva de concentracdo em diluicdo seriada variando de 10 pg/mL
a 0,62 pg/mL. Os L.E., para cada concentracdo em cada extrato foram expressos no Quadro 4.
Observa-se que independente da concentracdo utilizada, os extratos ndo se mostraram bons

estimuladores obtendo-se, um |.E., abaixo de 3 (Grafico 2).

indice de Estimulagéo (I.E.)

Concentracéo
10 pg/mL 5 pg/mL  2,5pug/mL 1,25 pg/mL 0,62 pg/mL

Extrato TR3 - T. rubrum

concentrado
diluido 1
diluido 2

Quadro 4: indices de estimulacéo (I.E.) do Extrato TR3 - T. rubrum concentrado, diluido 1 e diluido 2
da cultura de linfcitos de 6 dias.
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Gréfico 2: Linfoproliferagdo de 6 dias com o Extrato TR3 - T. rubrum concentrado, diluido 1 e diluido
2
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4.1.2. Extratos Tindalizados G1 e G2

4.1.2.1. Quantificacdo de proteinas totais

Extratos Concentracdo de Proteina  Volume final pH
Extrato Tindalizado G1 77,64 ug/mL 45 mL 7,3
Extrato Tindalizado G2 128,84 pg/mL 45 mL 7,1

Quadro 5: Concentracdo de proteinas do extrato tindalizado

4.1.2.2. Linfoproliferacdo

Conforme dados de I.E. representados no Quadro 6, o Extrato Tindalizado G1
obteve, um I.E. considerado positivo, para as todas as concentra¢cdes em relacdo ao individuo
controle 1 e nas concentracdes 5 pug/mL, 2,5 pg/mL e 0,31 pg/mL em relacdo ao individuo

controle 2 (Grafico 3).

Quanto ao Extrato Tindalizado G2 observamos que, apenas o individuo controle 1
obteve, I.E., considerados positivos para todas as concentragdes testadas em relagdo ao
individuo controle 2 (Grafico 4).



Extrato

indice de Estimulac&o (I.E.)

Concentracéo
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Tindalizado | <ONtrol® 10 pg/mL ‘ 5 pg/mL ‘ ° | 1,25ug/mL 0,62 pg/mL 0,31 pg/mL
o1 1 8,68 15,38 23,00 3,66 9,18 11,22
2 2,63 5,55 8,70 0,99 2,58 3,20
o 1 3,35 5,93 3,07 3,21 5,51 4,93
2 2,20 0,92 0,49 0,64 0,62 0,73

Quadro 6: indices de estimulaco (I.E.) obtidos ap6s estimulacio do pelo Extrato Tindalizado G1 e G2
da cultura de linfocitos de 6 dias.

Grafico 3: Linfoproliferagdo de 6 dias com o Extrato Tindalizado G1
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Gréfico 4: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato Tindalizado G2
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4.1.3. Extratos obtidos com Liquido de Coca 1 e 2

4.1.3.1. Quantificacdo de proteinas totais

Extratos Concentracéo de Proteina = Volume final pH
Extrato com Liquido de Coca 1 52 ug 1mL 7,5
Extrato com Liquido de Coca 2 69,32 ug 1mL 6,8

Quadro 7: Concentracdo de proteinas do extrato obtido por liquido de Coca
4.1.3.2. Linfoproliferacdo

Podemos observar no Quadro 8 que o Extrato com Liquido de Coca 1 obteve altos I.E.,
tanto para o individuo controle 1 quanto para o individuo controle 2, mostrando-se um extrato
com boa capacidade de indugdo de proliferacdo (Grafico 5 e 6).



Extratos

Controle

indice de Estimulagéo (I.E.)
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Concentracéo

10 pg/mL 0,31 pg/mL
Liquido de 1 104,17 169,49 | 161,08 122,14 123,98 173,36
Cocal 2 23,77 58,11 25,13 31,92 51,77 58,14
Liquido de 1 10,00 11,01 9,00 3,29 2,29 5,59
Coca 2 2 2,50 1,36 1,24 0,65 0,45 1,26

Quadro 8: indices de estimulago (1.E.) obtidos ap6s estimulacéo pelo do Extrato obtido com Liquido
de Coca 1 e 2 da em cultura de linfécitos de 6 dias.

Gréfico 5: Linfoproliferagdo de 6 dias com o Extrato Liquido de Coca 1
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Gréfico 6: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato Liquido de Coca 2
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4.1.4.Extratos obtidos com Acido Tricloroacético (TCA)

4.1.4.1. Extracao

Meta 1, Meta 2 e Meta 3

4.1.4.1.1. Quantificacdo de proteinas totais

Extratos Concentracdo de Proteina = Volume final pH
Extrato com TCA - Meta 1 58,44 pg/mL 50 mL 7
Extrato com TCA - Meta 2 233,96 pg/mL 1mL 7,2
Extrato com TCA - Meta 3 89,8 pug/mL 45 mL 7,5

Quadro 9: Concentracdo de proteinas do extrato obtido com acido tricloroacético (TCA)

4.1.4.1.2. Linfoproliferacao

Para este ensaio foram utilizados 2 individuos controles imunocompetentes e

sensibilizados pelo T. rubrum para linfoproliferacdo de 6 dias com os extratos: Meta 1, Meta 2

e Meta 3. Os |.E. demonstrados (Quadro 10) indicando, os I.E., para cada concentragcéo em cada

extrato fungico. Nota-se que houve uma tendéncia de comportamento nos 3 extratos analisados

onde, o extrato Meta 1 se mostrou melhor respondedor entre as concentragdes de 2,5 pg/mL a
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10 pg/mL em relacdo ao individuo controle 1, e 5 pg/mL e 10 pg/mL em relacéo ao individuo
controle 2 (Grafico 7).

Os extratos Meta 2 e Meta 3 ndo alcancaram, um I.E., acima de 3 para os 2 individuos
controles, o que significa dizer que estes extratos ndo demonstraram a capacidade de inducéo

de resposta linfoproliferativa (Gréafico 8 e Gréfico 9).

indice de Estimulacéo (I.E.)

Concentracéo
Extrato com
TCA Controle 5
10 pg/mL ug/mL 25pug/mL 1,25 pg/mL 0,62 pg/mL 0,31 pg/mL
1 6,55 14,49 4,59 2,08 1,78 2,24
Meta 1
2 4,92 8,62 1,61 1,14 1,34 1,24
1 2,14 11 1,25 1,6 1,05 1,69
Meta 2
2 1,9 0,6 0,94 1,06 0,79 1,02
1 1,56 0,65 2,16 1,97 2,58 0,94
Meta 3
2 1,17 0,59 1,2 1,48 1,94 0,6

Quadro 10: indices de estimulagéo (1.E.) obtidas ap6s estimulacéo do pelo Extrato obtido com TCA -
Meta 1, Meta 2 e Meta 3 da cultura de linfocitos de 6 dias.

Gréfico 7: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato obtido com TCA - Meta 1
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Gréfico 8: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato obtido com TCA - Meta 2
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Gréfico 9: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato obtido com TCA - Meta 3
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4.1.4.2. Extragédo Bruto 1, Bruto 2 e Bruto 3

4.1.4.2.1. Quantificacdo de proteinas totais

Extratos Concentracdo de Proteina  Volume final pH
Extrato com TCA - Bruto 1 182,16 pg 1mL 7
Extrato com TCA - Bruto 2 133,96 g 1mL 7
Extrato com TCA - Bruto 3 205,64 ug 1mL 7

Quadro 11: Concentracao de proteinas dos extratos brutos obtidos por extracdo com TCA

4.1.4.2.2. Linfoproliferacao

Os L.E. obtidos, ap6s estimulagdo com os Extratos TCA - Bruto 1, Bruto 2 e Bruto 3

foram expressos no Quadro 12, indicando os I.E. obtidos pela estimulacdo com os extratos e

suas respectivas concentragdes.

Considerando os valores de I.E. acima de 3, observou-se que apesar do Extrato Bruto

1 ndo ter indices satisfatorios (Gréafico 10), os extratos Bruto 2 e Bruto 3 demonstraram possuir

a capacidade de estimulo nas concentracdes de 5 pg/mL a 0,31 pg/mL para o controle 1

enguanto que, para o controle 2 ndo houve resposta linfoproliferativa (Grafico 11 e 12).

Indice de Estimulacéo (1.E.)

Concentracao
Extrato com
Controle 5 2,5 1,25 0,62 0,31
TCA 10 pg/mL
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

1 1,00 2,56 2,61 1,23 0,88 2,92

Bruto 1
2 0,63 1,28 1,53 1,04 0,66 1,30
1 1,36 3,32 5,68 5,16 5,24 3,56

Bruto 2
2 0,77 1,26 2,15 1,95 1,98 1,35
1 2,70* 3,07 5,19 6,69 5,30 3,29

Bruto 3
2 1,02 1,16 1,97 2,53 2,01 1,24

Quadro 12: indices de estimulagdo (I.E.) do Extrato com TCA - Bruto 1, Bruto 2 e Bruto 3 da cultura
de linfécitos de 6 dias.
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Graéfico 10: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato TCA - Bruto 1
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Grafico 11: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato com TCA - Bruto 2
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Graéfico 12: Linfoproliferacdo de 6 dias com o Extrato TCA - Bruto 3
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4.1.5. Curva dose-resposta ao Peptideo (YIIDTGIDID)

Para determinagdo da concentragéo a ser utilizada nos ensaios funcionais, foi realizado
ensaio de linfoproliferagdo com o peptideo antigénico imunodominante sintetizado
(YIIDTGIDID) do fungo Trichophyton rubrum, a partir da concentracdo mée de 750 mM nas
diluicdes de 120 mM; 60 mM; 30 mM; 15 mM (Invitrogen Corporation, EUA). Em ensaio
realizado com um controle imunocompetente e sensibilizado ao T. rubrum, observou-se que em
uma curva dose-resposta nas concentracées: 0,02 uM, 0,04 uM, 0,08 uM e 0,16 puM; os indices
de estimulacdo (I.E.) obtidos para as respectivas concentragdes foram: 0,53; 0,52; 3,11 e 0,74,
mostrando que o peptideo possui a capacidade de inducéo de resposta linfoproliferativa positiva

na concentracdo de 0,08 uM (Gréfico 13).
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Grafico 13: Peptideo do Trichophyton rubrum (YIIDTGIDID)
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4.1.6. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE).

Para a corrida eletroforética foram utilizadas as seguintes amostras de extrato fungico:
Extrato com TCA - Meta 1, Extrato tindalizado G1 e Extrato com Liquido de Coca 1,
adicionados em duplicatas nas concentracfes: 29 pg/mL, 46,92 pg/mL e 416 pg/mL,
respectivamente. A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida nos permitiu observar
proteinas do Trichophyton rubrum com pesos moleculares aproximados de 70 kDa e 38 kDa
(Figura 16).
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Figura 16: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostrando a presenca das proteinas do fungo
Trichophyton rubrum, apresentando os dados de peso molecular em kDa (quilodaltons).
Observam-se proteinas com pesos moleculares de aproximadamente 70 kDa e 38 kDa para 0s
extratos fangicos: Extrato com TCA - Meta 1, Extrato tindalizado G1 e Extrato com Liquido
de Coca 1 em duplicata nas concentragdes: 29 pg/mL, 46,92 pg/mL e 416 pg/mL,
respectivamente. PPM = Padrédo de Peso Molecular.

4.2. Recrutamento dos individuos controle e pacientes

Foram analisados 6 individuos controles que apresentaram tineas causadas pelo
Trichophyton rubrum (Quadro 13 e Figura 17) e 3 pacientes portadores de dermatofitose
extensa e/ou persistente causado pelo mesmo dermatofito (Quadro 14 e Figura 18), os quais
foram acompanhados pelo periodo de 1 ano no Ambulatério de manifestacGes dermatolégicas

das imunodeficiéncias primarias (ADEE 3003).



78

Relag¢do do grupo controle

. ~ ~ TEMPO
INDIVIDUO| SEXO IDADE | PESO PROFISSAO LOCAL LESAO TRATAMENTO
TRATAMENTO
Tinea pedis e Fluconazol +
1 Masculino| 61 62kg | Construgdo Civil . P 6 meses
tinea manuum cetononazol creme
Motorista de Tinea pedis e Terbinafina +
2 Masculino| 69 87kg L . P 6 meses
caminhdo tinea manuum cetoconazol creme
. Trabalho . .
3 Feminino| 31 88kg L. Tinea pedis cetoconazol creme 6 meses
doméstico
Trabalho
4 Feminino | 49 132kg . Tinea pedis cetoconazol creme 6 meses
doméstico
. Trabalho . .
5 Feminino| 31 88kg . Tinea pedis cetoconazol creme 8 meses
doméstico
. . . . . Itraconazol e
6 Feminino 49 132kg | Servigos gerais Tinea pedis .. 6 meses
Terbinafina

Quadro 13: Relacdo do grupo controle
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Figura 17: Controles diagnosticados com dermatofitose por T. rubrum. Individuos controle,
imunocompetentes com lesdes pontuais que obtiveram melhora clinica apds o tratamento instituido.
Tinea pedis, algo descamativo descamativa (A), tinea interdigital (B e D) e tinea pedis descamativa (C).

RELAGAO DOS PACIENTES

TEMPO
SEXO|IDADE| PESO |  PROFISSAO LOCAL LESAO TEMPO LESAO | RECIDIVA |  TRATAMENTO
TRATAMENTO
Face (D), brago e ombro (E), Itraconazol e
Trabalho regido pélvica e lombare Cetoconazol creme
1 F 31 88kg L. . 15 anos SIM K 2 anos
doméstico face posterior pernas (D e OBS: alergiaa
E) Terbinafina
Regido submamaria, pélvical49 anos (desde
Trabalho ) e . . Itraconazol e
2| F 49 | 132kg L e glutea, tornozelos (D e E) | infancia), fixa SIM L 3anos
doméstico , , Terbinafina
epés(DekE) ha5anos
Polimento e Dorso (costas), Maos
3| M 43 65kg | cristalizagdo de | (regido palmare dorsal) e 5anos SIM Terbinafina lano
carros Regido plantar (D e E)

Quadro 14

: Relagdo dos pacientes
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Figura 18: Pacientes diagnosticados com dermatofitose por T. rubrum. Pacientes imunocompetentes
com dermatofitose causada pelo Trichophyton rubrum. Tinea corporis face lateral (A, F e H), tinea
corporis face frontal (B, D e F), tinea cruris (C, E, G, I, J e K). Caracteristica das lesdes: Lesdo com
bordas elevadas hiperemiadas, algo descamativa (A-F), lesdo hipercrémica (G-I, K) e lesdo descamativa
com bordas bem delimitadas (J).

4.3. Cultura e estimulacéo das células para linfoproliferacéo
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4.3.1. Avaliacdo de marcadores de células Th1l7 e Thl7mem apés estimulo por
ativacao por antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias analisados por citometria

de fluxo

Com o intuito de se caracterizar as células Th1l7 com o feno6tipo CD3+CD8-IL-
17A+CD161+CCR6+, as células Thl7wem com o fenétipo CD3+CD8-CD45RO+IL-
17A+CD161+CCR6+ e também avaliar a frequéncia (%) destas células no grupo de pacientes
e no grupo controle, foi realizada cultura de 6 dias utilizando como estimulos: peptideo
YIIDTGIDID do fungo Trichophyton rubrum, extrato antigénico Coca 1 e o extrato antigénico
Meta 1, demonstrados na tabela X conforme discutiremos abaixo. Para analise consideramos o

controle responsivo a todos os estimulos utilizados.

4.3.1.1. Analise comparativa entre os pacientes

Podemos observar (Quadro 15 e Gréafico 15) que apds estimulo com o peptideo
YIIDTGIDID o controle se mostrou bom respondedor em relacéo ao basal e apenas o paciente
1 se mostrou responsivo em relagdo ao basal e ao controle frente a frequéncia das células Th17
e Th17vem.

O extrato antigénico Coca se demonstrou bom estimulador para o paciente 1 e 2
qguando comparado ao controle na populagdo Th17 e bom estimulador para o paciente 2 em
relacdo ao basal comparado a mesma populacdo. Houve também aumento da frequéncia da

populagdo Th17mem em relagdo ao basal.

Em relacdo ao estimulo com o extrato Meta, apenas 0 paciente 2 se mostrou bom

respondedor, tanto em relacdo ao basal quanto ao controle.

Basal Coca Meta Peptideo

Th17  Thi7ugy Th17  Thi7ygw Th17  ThiZyey  Th17  Thi7pey
Controle 7,48% 4,17% 6,09% 3,34% 3,60% 2,12% 8,40% 5,08%

1 6,80% 3,39% 6,70% 3,61% 1,45% 0,77% 12,30% | 5,37%

Pacientes

2 0,97% 0,67% 8,10% 2,31% 2,11% 7,27% 1,01% 0,34%

Quadro 15: Avaliacdo de marcadores de células Thl7 e Th1l7vem apos estimulo por ativagdo por
antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias.
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Gréfico 14: Avaliacdo de marcadores de células Thl7 e Thl7mem ap0Os estimulo por ativacdo por
antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias.
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4.3.2. Avaliacdo de marcadores de células Tcl7 e Tcl7mem apos estimulo por
ativacdo por antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias analisados por citometria

de fluxo

Com o intuito de se caracterizar as células Tc1l7 com o fendtipo CD3+CD8+IL-
17A+CD161+CCR6+, as células Tcl7mem com o fenétipo CD3+CD8+CD45RO+IL-
17A+CD161+CCR6+ e também avaliar a frequéncia (%) destas células no grupo de pacientes
e no grupo controle, foi realizada cultura de 6 dias utilizando como estimulos: peptideo
YIIDTGIDID do fungo Trichophyton rubrum, extrato antigénico Coca e o extrato antigénico
Meta, demonstrados (Quadro 16 e Gréfico 16) conforme discutiremos abaixo. Para analise

consideramos o controle responsivo a todos os estimulos utilizados.

4.3.2.1. Analise comparativa entre os pacientes

Ao avaliar as células Tcl7 e Tc17mem de controles e pacientes vimos que: o peptideo
YIIDTGIDID induziu expressdo de marcadores de células Tc17 acima do basal para o controle

e o paciente 1 em relacédo as células Tc17 e Tcl7mvem.

O paciente 2 se demonstrou responsivo frente ao estimulo Coca em relacgéo as células
Tcl7 e Tcl7wvem quando comparado ao basal e ao controle, enquanto o paciente 1 demonstrou
leve aumento da expressdo comparado ao basal em relacéo as células Tc17 e niveis de expressdo

com frequéncia abaixo do controle em comparacao as células Tcl7 e Tc17mewm.

Frente ao estimulo Meta o controle se mostrou respondedor apenas para a populacdo
de células Tcl7 em comparacdo ao basal. O paciente 2 se mostrou bom respondedor para as
duas populagdes celulares Tc17 e Tc17wmem em relacdo ao basal, mas apenas bom respondedor
para a populacdo Tcl7mem em relagdo ao controle. O paciente 1 ndo foi um bom respondedor

para as duas populagdes estudadas.
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Basal Coca Meta Peptideo
Tcl7?7  Tcl7yem  T€17  Tcl7yem  T€l7  Tel7yem TC17  Tel7pyem
Controle 8,27% 4,11% 9,27% 4,83% 10,80% | 1,78% 8,84% 6,27%
1 6,14% 4,98% 6,76% 4,79% 3,55% 1,15% | 12,50% | 7,13%
Paciente
2 0,27% 0,23% 11,30% | 5,06% 8,06% 11,20% | 0,39% 0,11%

Quadro 16: Avaliacdo de marcadores de células Tcl7 e Tcl7mwem apos estimulo por ativacdo por

antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias.

Gréfico 15: Avaliacdo de marcadores de células Tcl7 e Tc17MEM apds estimulo por ativacdo por

antigenos derivados do T. rubrum por 6 dias.
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4.3.3. Avaliacdo de marcadores de células Th1l7 e Thl7mem apés estimulo por
ativacdo direta da proteina quinase C (PMA/IONO) por 6 horas analisados por

citometria de fluxo

Com o intuito de se caracterizar as células Th1l7 com o fenotipo CD3+CD8-IL-
17A+CD161+CCR6+, as células Thl7wem com o fenétipo CD3+CD8-CD45RO+IL-
17A+CD161+CCR6+ e também avaliar a frequéncia (%) destas células no grupo de pacientes
e no grupo controle, foi realizada cultura de 6 horas utilizando como estimulo o Phorbol Miristil
Acetato (PMA) e lonomicina, demonstrados no Quadro 17 e Gréafico 17 conforme discutiremos

abaixo:

4.3.3.1. Andlise comparativa entre os pacientes

Em analise ndo conclusiva podemos observar que apds o estimulo as populacdes de
células Thl7 e Thl7mem de todos os controles se mostraram responsivas, aumentando a
expressdao dos marcadores estudados. Em relacdo aos pacientes, somente o paciente 1 se
mostrou respondedor frente ao estimulo para as populacdes de células Thl7 e Thl7wmem
enguanto os pacientes 2 e 3 apresentaram supressao das populacdes Thl7 e Th17wmem apds o

estimulo, com excecdo da populacdo de células Th17mem do paciente 3 que se manteve.

Basal PMA/IONO

Th17  Thl7yey Th17  Thl7yew

1 0,15% 0,11% 0,46% 1,48%
Controle 2 0,02% 0,01% 0,68% 0,53%
3 0,21% 0,08% 0,40% 0,25%
1 0,00% 0,01% 1,64% 3,27%
Paciente | 2 0,62% 0,36% 0,00% 0,00%
3 1,02% 0,60% 0,39% 0,59%

Quadro 17: Valores de frequéncia (%) das populagdes de células CD8- ap6s estimulo por phorbol Ester
(PMA) e ionomicina por 6 horas
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Gréfico 16: Avaliagdo de marcadores de células Th1l7, Th17wmem, Tcl7, Tc17mem apds estimulo por
ativacdo direta da proteina quinase C (PMA/IONO) por 6 horas.
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4.3.4. Avaliacdo de marcadores de células Tcl7 e Tcl7mem apos estimulo por

ativacdo direta da proteina quinase C (PMA/lono) por 6 horas analisados por

citometria de fluxo

Com o intuito de se caracterizar as células Tc1l7 com o fendtipo CD3+CD8+IL-
17A+CD161+CCR6+, as células Tcl7mem com o fenétipo CD3+CD8+CD45RO+IL-
17A+CD161+CCR6+ e também avaliar a frequéncia (%) destas células no grupo de pacientes

e no grupo controle, foi realizada cultura de 6 horas utilizando como estimulo PMA e

lonomicina, demonstrados no Quadro 18 e Grafico 17 (acima) conforme discutiremos abaixo:

4.3.4.1. Andlise comparativa entre os pacientes

Em andlise ndo conclusiva podemos observar que apos o estimulo as populacdes de

células Tcl7 e Tcl7vem de todos os controles se mostraram responsivas. Em relagdo aos

pacientes, somente o paciente 1 se mostrou respondedor frente ao estimulo para as populagdes

de células Tcl7 e Tcl7mem enquanto os pacientes 2 e 3 tiveram uma supressao das populacées

Tcl7 e Tcl7mem apos o estimulo.

Basal PMA/IONO
Tcl?  Tcl7yew  T€17  Tcl7pyem
1 3,82% 0,09% 15,40% 1,06%
Controle 2 0,22% 0,04% 2,16% 0,43%
3 4,10% 0,08% 6,55% 0,19%
1 0,47% 0,02% 10,70% 3,58%
Paciente | 2 | 14,10% | 0,24% 3,75% 0,00%
3 0,70% 1,27% 0,54% 0,69%

Quadro 18: Valores de frequéncia (%) das populagdes de células CD8+ apds estimulo por phorbol Ester

(PMA) e ionomicina por 6 horas
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4.4. Avaliacao dos Receptores de Lectina do tipo C

Para analise da expressdo dos Receptores de Lectina do tipo C foram utilizadas as
médias da frequéncia da expressdo de cada receptor expressos em monocitos do sangue
periférico de 9 individuos divididos em: grupo de pacientes (n=3) e grupo controle (n=6). Os
dados obtidos nos permitem observar uma baixa expressao dos receptores CD206 (receptor de
manose de mondcitos), Dectin 1 e Dectin 2 em mondcitos do sangue periférico no grupo de

pacientes em relacdo ao grupo controle (Gréafico 18).

Gréfico 17: Receptores da familia de Lectinas do tipo C em mondcitos do sangue periférico
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5. DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi estudar a resposta imunoldgica da via Th17 especifica ao
Trichophyton rubrum através da caracterizacdo das células Th17, Th17mvem, Tcl7 e Tcl7mem
em dois grupos: grupo controle caracterizado com lesdo branda causada pelo Trichophyton
rubrum e o grupo de pacientes portadores de dermatofitose extensa e/ou persistente causadas
pelo Trichophyton rubrum. Considerando que para a realizacédo destes ensaios funcionais faz-
se necessaria a obtencdo de um extrato antigénico adequado, foi proposto produzir extratos que
possuissem essa capacidade de inducdo de resposta celular in vitro para que se pudesse avaliar

adequadamente a resposta imunoldgica da via Th17 neste grupo de pacientes.

Para a realizacdo deste estudo, foi descongelada uma amostra fungica liofilizada que
estava armazenada a -80°C extraida com Liquido de Coca (Sousa, VM 1993), proveniente de
um projeto anterior realizado em nosso laboratorio (Bressani et al., 2011), mas provavelmente
houve degradacao das proteinas devido a presenca de proteases no extrato, inviabilizando assim
sua utilizacdo para estimulacéo de proliferacdo linfocitaria in vitro. Sabe-se que um dos fatores
de viruléncia dos dermatofitos sdo a variedade de enzimas secretadas por eles como: proteases,
lipases, elastases, colagenases, fosfatases e esterases, fatores muito importantes no processo

infeccioso inclusive (Peres, et al., 2010).

Produzimos entdo, 11 extratos antigénicos de T. rubrum dos quais induziram, um LE.,
acima de 3 (valor considerado positivo para proliferacdo celular) em células mononucleares do
sangue periférico, 7 se mostraram bons respondedores, dentre eles destacamos: Extrato TCA —
Meta 1, Extrato Tindalizado G1 e Extrato com Liquido de Coca 1. Sabe-se que, a parede do
Trichophyton rubrum é composta por dois tipos de polissacarideos (mananas e
galactomananas), e os ensaios de linfoproliferacdo demonstraram a supressdo da resposta
celular por diversos antigenos e mitdgenos in vitro, possivelmente devido a presenca dessas
mananas conforme evidenciaram Ning e colaboradores (2002). Com base nesse trabalho,
desenvolvemos um extrato antigénico que denominamos Extrato TCA (ainda nao publicado)
no Laboratdrio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — IMT 1 da
Universidade de S&o Paulo — USP, onde procuramos obter um extrato com alto indice proteico
e baixo contedo potencial imunossupressor que possuisse capacidade de inducéo de resposta
linfoproliferativa in vitro. Os antigenos metabodlicos do Extrato TCA - Meta 1 demonstrou
capacidade de estimulo nas concentracdes entre 2,5 pg/mL e 10 pg/mL. Os Extratos TCA -

Bruto 2 e Bruto 3 demonstraram possuir capacidade de estimulo nas concentracdes entre 5
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pg/mL e 0,31 pg/mLem individuos imunocompetentes sensibilizados ao Trichophyton rubrum.
Esta avaliacéo funcional da resposta linfoproliferativa antigeno-especifica nos permite concluir
que produzimos um extrato antigénico que possui capacidade de inducdo de resposta
linfoproliferativa in vitro, apesar de ndo conseguir obter um alto indice proteico em comparacao
com o Extrato obtido com Liquido de Coca, através de um protocolo j& estabelecido em nosso

laboratério.

Além dos extratos produzidos por esse novo metodo, reproduzimos ainda dois
protocolos estabelecidos: Extrato Tindalizado G1 e G2 preparado com solugdo de Timerosal na
concentracdo 1:5000 (Standard & Kaufman, 1982) e Extrato com Liquido de Coca em meio
Czapeck modificado (Souza VM, 1993).

O Extrato Tindalizado em cultura celular demonstrou capacidade de inducgéo de resposta
linfoproliferativa obtendo, um I.E., acima de 3 (valor considerado positivo) para todas as
concentracOes do extrato G1 em relagdo ao individuo controle 1, e nas concentracgfes: 5 pg/mL,
2,5 pg/mL e 0,31 pg/mL em relacdo ao individuo controle 2. Por outro lado, o extrato G2
induziu um L.E. >3 para todas as concentra¢des testadas no individuo controle 1. Este resultado
ja era esperado, visto que a solucdo de Timerosal ja era utilizada como conservante no trabalho
de Standard & Kaufman (1982). Ao utilizar a solu¢do de Timerosal por 24 horas no extrato
metabolico do fungo Trichophyton rubrum, conseguimos a conservacéo das suas propriedades

sem causar morte fungica.

O Extrato Liquido de Coca 1 demonstrou boa capacidade de estimulacdo, induzindo,
I.E. elevado, para os dois individuos controles em todas as concentracdes testadas. Por outro
lado, o extrato Liquido de Coca 2 induziu resposta linfoproliferativa nas células do individuo
controle 1, nas concentracgdes entre 10 pg/mL e 1,25 pg/mL e 0,31 pg/mL. Esta alta capacidade
de inducdo de resposta linfoproliferativa in vitro foi observada por Sousa, VM (1993)

descrevendo a extracdo com Liquido de Coca pela alta capacidade de extracdo de proteinas.

Selecionamos entdo, os trés melhores extratos antigénicos com base em sua capacidade
de indice de estimulagdo (I.E.): Meta 1, Coca 1 e G1. Para a constatacdo da presenca das
proteinas do fungo Trichophyton rubrum nestes extratos, foi realizada uma corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE que nos permitiu observar proteinas com
pesos moleculares aproximados de 70 kDa e 38 kDa, em duplicata nas concentragdes: 29

pg/mL, 46,92 pg/mL e 416 pg/mL dos extratos Meta 1, G1 e Coca 1, respectivamente.
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Armazenamos 0s extratos em geladeira, a uma temperatura de 4°C para realizar os
ensaios de linfoproliferacdo in vitro. Ap6s algumas semanas, notamos que o extrato G1 perdeu
sua concentracdo de proteina inicial de 46,92 pg/mL para 0 pg/mL. O mesmo aconteceu com 0
extrato G2, de 128,84 pug/mL para 0 pg/mL. Decidiu-se entdo utilizar os extratos Meta 1 e Coca
1 como estimulo nas indugBes de resposta celular in vitro em individuos controles
diagnosticados com dermatofitose pelo fungo T. rubrum, com lesdes locais sem grandes
extensdes, que realizaram tratamento e obtiveram melhora clinica com o tratamento instituido

e em pacientes com dermatofitose extensa e/ou persistente causada pelo Trichophyton rubrum.

Para o presente estudo, foram selecionados pacientes que apresentaram dermatofitose
de forma atipica, sendo levado em consideracdo os critérios: tempo da doenca, localizacdo
atipica, extensdo da lesdo, disseminacdo, recrudescéncia e refratariedade ao tratamento. Na
literatura se caracteriza como lesdo disseminada a partir de trés pontos de lesdes distintas
(Oliveira, CB et al., 2015). Optamos por recrutar pacientes ndo sé pelo critério de localizacéo
das lesdes e sim que apresentassem comportamentos atipicos da doenca. Para o grupo controle,
foram selecionados individuos que apresentaram tineas causadas pelo T. rubrum, que
realizaram tratamento e obtiveram melhora clinica com o tratamento instituido. Este grupo
controle foi caracterizado por lesdes na forma branda da doenca. Comparando individuos que
se expuseram ao mesmo patdgeno porém apresentaram diferentes comportamentos da doenca,

nos permite melhor avaliar as caracteristicas imunolégicas que os diferem.

Para o estudo da via Th17 faz-se necessaria a caracterizacao das células Th17, Th17vewm,
Tcl7 e Tcl7mvem presentes no sangue periférico de pacientes portadores de dermatofitose
extensa e/ou persistente, que apresentaram lesdes atipicas da doenca. Segundo Brucklacher-
Waldert e colaboradores (2010) a citocina IL-17A e IL-17F formam um heterodimero na
superficie das células Th17. Ensaios realizados com células que foram selecionadas com base
na expressdo de IL-17A na superficie, geraram celulas clones Thl7 e Th1l/17, nunca Thl,
evidenciando que a presenca de IL-17A na superficie de células Th17 pode ser utilizada como
marcadores de superficie fidedignos. Células TCD4 com IL-17A+ em sua superficie continham
CCR6+ e CD161+.

Padronizamos entdo os fendtipos: CD3+CD8-IL-17A+CD161+CCR6+ para
caracterizagdo das células Th17; CD3+CD8-CD45R0O-IL-17A+CD161+CCR6+ para células

Th17 naive e/ou CD45RATemRrA (Células T de memdria efetora altamente diferenciada) e
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CD3+CD8-CD45RO+IL-17A+CD161+CCR6+ para as células Th17mem (células de memoria

central).

Para a caracterizagdo das células Tcl7 foram utilizados os seguintes fendtipos:
CD3+CD8+IL-17A+CD161+CCR6+ para as celulas Tcl7; CD3+CD8+CD45RO-IL-
17A+CD161+CCR6+ para células Tc17 naive e/ou CD45RArtemra (células T de memoria
efetora altamente diferenciada) e CD3+CD8+CD45RO+IL-17A+CD161+CCR6+ para células

Tc17mem (células de memoria central).

Nos ensaios de linfoproliferacdo de 6 dias pudemos observar que apds estimulo com o
peptideo sintético YIIDTGIDID (que corresponde ao principal epitopo do fungo Trichophyton
rubrum, Tri r 2), o controle se mostrou respondedor em relacdo ao basal e apenas o paciente 1
se mostrou responsivo em relacdo ao basal e ao controle frente a frequéncia das células Thl7 e
Th17mem. O peptideo induziu baixo indice de estimulagdo no individuo controle, praticamente
duplicando o indice de expressdo celular pos-estimulo nas células do paciente 1 e
aparentemente ndo produziu efeito nas células do paciente 2. Ao avaliar as populacdes celulares
de Tcl7 e Tcl7mem vimos que o peptideo induziu expressdo de 1L-17 acima do basal para o
controle e o paciente 1. Woodfolk e seus colaboradores (2001) também descreveram em seus
experimentos baixos indices de proliferacdo, pelo fato do peptideo gerar uma resposta muito
especifica. A partir deste estudo podemos analisar o paciente 1 como um excelente respondedor
ao peptideo sintético de Trichophyton rubrum, e atribuir esta resposta linfoproliferativa a
cronicidade de sua dermatofitose (tempo superior a 15 anos) e talvez ao fato de que, no
momento da coleta de sangue, a paciente estava com suas lesdes ativas. Diferentemente, a
paciente 2 ndo estava com lesGes ativas no momento da coleta, apesar de também ter um
histérico de cronicidade da dermatofitose e relatar que possui essas descamacdes desde a
infancia praticamente (relatos da propria paciente). Faz-se necessario o aumento do numero de

pacientes e individuos controles para afirmar significancia por analises estatisticas.

O extrato antigénico Coca se demonstrou bom estimulador para o paciente 1 e 2 quando
comparado ao controle na populagdo Th17 e bom estimulador para o paciente 2 em relacdo ao
basal comparado & mesma populagdo. Houve também aumento da frequéncia da populacdo
Th17mem em relacdo ao basal dos pacientes 1 e 2. Ao analisar as populagdes de células Tcl7 e
Tcl7vem, 0 paciente 2 mostrou-se responsivo frente ao estimulo com antigeno de Coca quando
comparado ao basal e ao controle. Por outro lado, o paciente 1 demonstrou leve aumento da

proliferacdo comparado ao basal em relagdo as células Tcl7 e niveis de proliferacdo com
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frequéncia abaixo do controle em comparacdo as mesmas populagdes celulares. Nossos dados
corroboram com as evidéncias descritas por Souza, VM (1993) onde demonstrou que o liquido
extrator Liquido de Coca se mostrou eficiente na extracdo de proteinas em antigenos fungicos.
Entendemos que o investimento em estudos aprofundados para caracterizacdo das proteinas
presentes em extratos fungicos é de extrema importancia para o estudo das vias de sinalizagcdo

imunologica e assim, o estudo da resposta imunoldgica nas dermatofitoses.

Em relacdo ao estimulo com o extrato Meta, apenas o paciente 2 se mostrou bom
respondedor, tanto em relagcdo ao basal quanto ao controle. Em relagdo as populacgdes de células
Tcl7 e Tcl7mem observamos que o controle se mostrou respondedor apenas para a populagdo
Tcl7 quando comparado ao basal. O paciente 2 se mostrou bom respondedor para as duas
populagdes celulares Tcl7 e Tc17mem em relagdo ao basal, mas apenas bom respondedor para
a populacdo Tcl7mvem em relagéo ao controle. O paciente 1 ndo foi um bom respondedor para
as duas populacOes estudadas. Faz-se necessario o aumento do nimero de pacientes e
individuos controles para afirmar significancia por analises estatisticas e também o
aprofundamento nos estudos quanto as proteinas presentes no extrato antigénico, para
elucidacao do motivo de diferentes individuos responderem diferentemente ao mesmo antigeno,

ja que houve positividade do paciente 2 ap6s estimulo com este extrato antigénico.

Nos ensaios de linfoproliferacdo de 6 horas pudemos observar que apds estimulo por
ativacdo direta da proteina quinase C (PMA/Iono) as populagdes de células Thl7 e Th17vem
de todos os controles se mostraram responsivas. Em relacdo aos pacientes, somente o paciente
1 se mostrou respondedor frente ao estimulo para as populacdes de células Th17 e Thl7wvem
enguanto que os pacientes 2 e 3 apresentaram supressdo das populacdes Th17 e Th17vem apos
0 estimulo, com excecdo da populagdo de células Th17mem do paciente 3 que se manteve. Ao
avaliar as populagbes Tcl7 e Tcl7mem pudemos observar que ap6s o estimulo todos os
controles se mostraram responsivos. Em relacdo aos pacientes, somente o paciente 1 se mostrou
respondedor frente ao estimulo para as populacdes de células Thl7 e Th17mem enquanto 0s

pacientes 2 e 3 apresentaram supressao das popula¢es Th17 e Th17mem apos o estimulo.

O reconhecimento dos patdgenos fangicos pelas células da imunidade inata é um
evento primordial para estabelecer os mecanismos de defesa do hospedeiro e, portanto, prote¢éo
as micoses. Os receptores da familia das lectinas do tipo C (CLRs) e os receptores Toll-like
receptors (TLRs) possuem um papel essencial na interacdo com o patdgeno e iniciacdo da

resposta inflamatoria, estando presentes principalmente em macréfagos, neutréfilos e células
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dendriticas (Mora-Montes et. al., 2011; Cruvinel et al., 2010; Araudjo et al., 2009; Bartholo
&Bartholo, 2009).

Ao avaliarmos os receptores da familia das Lectinas do tipo C: CD206 (receptor de
manose), Dectin 1 e Dectin 2 em mondcitos do sangue periférico em um grupo controle
caracterizado com leséo branda (n=6) e em um grupo de pacientes portadores de dermatofitose
extensa e/ou persistente (n=3), pudemos notar que a média da expressao dos receptores Lectina
do tipo C do grupo de pacientes se mostrou suprimida em relacdo a média do grupo de
individuos controles. Tendo em vista que o Trichophyton rubrum expressa glicoproteinas em
sua parede celular que sdo reconhecidas por Dectin 1, responsavel pela inducdo de altos niveis
de TNF, IL-6 e IL-23 levando as células T naive a diferenciacdo em células Thl7 e por
conseqiiéncia, producéo de IL-17 (Gladiator et al., 2013), sugere-se que 0s pacientes estudados
possuam alguma deficiéncia na transducdo de sinal no receptor de Dectin 1 visto que
expressaram baixa frequéncia desses receptores (12,06%) em relacdo ao grupo controle
(22,42%). Sabe-se que Dectin 2 é responsavel pela inducéo das citocinas TNF, IL-6, IL-1B e
IL-23 em células dendriticas estimuladas por particulas fungicas e que a citocina IL-6 atua
diretamente no sinal de diferenciagdo para Th17 (Vautier et al., 2010). Visamos mostrar a
importancia do estudo dos receptores de lectina do tipo C no que diz respeito ao estudo das

dermatofitoses.

Sabe-se que os CLRs sdo expressos nas células dendriticas ou macrdfagos e interagem
primariamente com patogenos atraves do reconhecimento de estruturas de manose, fucose e

glucana. (Drickamer, 1988).

Estudos recentes demonstraram que animais deficientes de dectina-1 apresentaram
suscetibilidade para infec¢des de C. albicans e Pneumocystis carinii em determinados modelos
murinos (Saijo et al., 2007; Taylor at al., 2007). Seguindo a mesma linha, animais nocautes para
o receptor Mincle sdo mais susceptiveis a candidiase que animais controle (Wells et al., 2008).
Ainda em modelo experimental, foi demonstrado que animais nocautes para Dectina-2 séo
suscetiveis a infecgdes por C. albicans quando comparamos a controles (Saijo et al., 2010).
Ferwerda et al., (2009), demonstraram em humanos que uma familia com mutagdes no gene
para dectina-1 era suscetivel a infecgdes fungicas mucocutaneas e também possui defeitos na
producéo de citocinas, incluindo IL-17, em resposta a infec¢des fungicas. Recentemente, este
polimorfismo e seus efeitos na producdo de IL-17 também foram associados com a

suscetibilidade a aspergilose invasiva em pacientes transplantados (Cunha et al., 2010).



96

Dectina 2 é um receptor transmembrana tipo Il da familia dos CLRs, expresso
predominantemente em macrofagos teciduais, ceélulas dendriticas e mondcitos inflamatdrios.
Ao avaliarmos a frequéncia do receptor Dectin 2, pudemos observar que o grupo de pacientes
expressou baixa frequéncia desse receptor (4,99%) quando comparado ao grupo controle
(20,26%). Esse resultado poderia ser justificado por esse receptor ndo possuir motivos de
sinalizacdo tradicionais, ou seja, por ter uma cauda citoplasmatica curta, dectina 2 se associa
com o adaptador FcRy contendo ITAM podendo desencadear sinaliza¢do intracelular atraves
de Syk/CARD?9 (Vautier et al., 2010) sugerindo um problema na fagocitose.

Existem muitas discussdes sobre as vias dos receptores que sdo capazes de direcionar a
resposta imune para o perfil de Thl ou Th17. J& foi demonstrado que o sistema imune de
animais nocautes para a molécula adaptadora CARD9 falhou em montar uma resposta Th17
especifica para C. albicans; no entanto, essa resposta imune é preservada para animais
deficientes de dectina-1. Ainda sobre os CLRs, o receptor de manose induz IL-17 em resposta
a Candida albicans em modelo humano. Além disso, um trabalho de Coltri et al. (2008)
mostraram que a administracao terapéutica da lectina KM+ derivada de Artocarpus integrifolia
(Jaca) em camundongos BALB/c protege estes animais durante a infeccédo pelo P. brasiliensis
através da producdo de IL12 via TLR2.

Com o aumento da incidéncia de micoses por todo 0 mundo e a falta de vacinas contra
qualquer patdgeno fungico, cria-se uma necessidade de desenvolvimento de novas estratégias
de tratamentos antifingicos. A longevidade das células Th17 e Tc17 podem ser aplicadas nesses
projetos de vacinas, por possuirem este pré-requisito potencial. Estratégias de imunizacéao
utilizando o efeito protetor de células T, em particular as células Th17, estabelecem um novo
paradigma para o desenvolvimento de vacinas para uso em humanos (Gladiator et al., 2013).

Assim, tornam-se necessarias investigaces com maiores grupos de individuos para
melhor entendimento a respeito do papel da via Th17 em pacientes portadores de dermatofi

extensa e/ou persistente.
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CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

A. Produzimos um extrato antigénico Extrato TCA — Meta 1 inédito na literatura que possui
capacidade de inducéo de resposta linfoproliferativa in vitro, apesar de ndo se conseguir
obter um alto indice proteico em comparagdo com o Extrato obtido com Liquido de

Coca, atraves de um protocolo ja estabelecido em nosso laboratorio.
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B. Caracterizamos as células Th17, Th17mvem, Tcl7 e Tcl7mem com 0s seguintes fendtipos:
CD3+CD8-IL-17A+CD161+CCR6+; CD3+CD8-CD45RO+IL-17A+CD161+CCR6+;
CD3+CD8+IL-17A+CD161+CCR6+; CD3+CD8+CD45RO+IL-17A+CD161+CCR6+
como marcadores de superficie celular em controles e pacientes com dermatofitose

extensa e/ou persistente.

C. Quantificamos e qualificamos a resposta imune celular in vitro da resposta
linfoproliferativa de células mononucleares do sangue periférico em controles
caracterizados com lesdo branda e pacientes com dermatofitose extensa e/ou persistente
ao peptideo YIIDTGIDID do fungo Trichophyton rubrum e aos extratos antigénicos

produzidos em nosso laboratério.

D. Avaliamos a expressdo dos receptores da familia das Lectinas do tipo C: CD206
(Receptor de Manose), Dectin 1 e Dectin 2 em mondcitos do sangue periférico de
controles caracterizados com lesdo branda e pacientes portadores de dermatofitoses

extensas e/ou persistentes.
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ANEXOS

ANEXO A: Ficha Clinica

Il — Ficha Clinica

Laboratério de Investigagédo Médica em Dermatologia e Imnunodeficiéncias — LIM-56

Paciente:
Data de Nascimento Sexo RGHC
Profisséo: Data de Coleta

1. Portador de algum tipo de imunodeficiéncia? Sim( ) Nao( )
2. Alguma doenca pré-existente?
Diabetes Sim( ) Nao( ) Neoplasia Sim( ) Nao( )
Uremia Sim( ) Ndo( ) Transplante Sim( ) Néo( )

Qutros:

3. Ja teve algum tipo de micose/dermatofitose? Sim ( ) Nao ( )

- Se sim. Diagnéstico

- Realizou algum tipo de tratamento? Sm ( )Né&o( )

- Fez uso de medicamento? Sim () Ndo ( ) Qual

- Em quanto tempo houve melhora clinica?

4. Faz uso continuo de algum outrotipo de medicacdo? Sim( ) Nao( )

- Qual?

5. Observacfes:




ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULD

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -IHFORHAJ;iD
{Instrugies para preenchimento no werso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ooooooooeeeeeeeeee SEXO - M ] F[ ]
DATA NASCIMENTO: /1.

ENDERECO ... . . e M s APTO:
BAIRRO: . " .. CIDADE .......... ”

CEP: . eeieeceeecieeeeeee TELEFOME: DDD ..o 2]

2 RESPONSAVEL LEGAL ...

MATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador ale.) e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... sexo: m[ ] F[ ]
DATA NASCIMENTO.: /. J._..

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.TiTULO DO PROTOCOLO DE PEsSQUISA: CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
CELULAR EM PACIENTES PORTADORES DE DERMATOFITOSES EXTENSAS E/OU
PERSISTENTES

2 PESQUISADCOR: Prof. Dr. Dewton de Moraes Vasconcelos
CARGOIFUNCAD: Pesquisador Associado ao LIMSE. INSCRICAD CONSELHO REGIONAL N® 41700
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratdrio de investigacio Médica - Unidade 56
JAVALIACAD DO RISCO DA PESOUISA:
SEMRISCO [ ] RISCO MiNmo [ X] RISCOMEDID [ ]
RISCOBAIXD [ ] RISCOMAIOR [ ]
{probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseguéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAD DA PESQUISA : Dois anos
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lil - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e objetives da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utiizados e propdsitos, incluindo a
identificacio dos procadimentos que 530 experimentais; 3. desconforios e riscos esparados; 4. banaficios
que poderdo ser oblidos; 5. procadimentos altemativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Vocd estd sendo convidado a participar voluntaramente (isto &, sem remuneracdo & de modo ndo
obrigaténio) de um estudo sobre a resposta imunoldgica na Dematofitose extansa elou persistentes.

Caso vood concorde, Seu sangue sera coletado periodicamentes para a contagem de populacies especificas
de células chamadas LINFOCITOS e dosagem de substinclas importantes na resposta imune chamadas
CITOCINAS. Os riscos e desconforio envolvidos s30 os mesmos de uma colela de sangue padrio no
seguimento de pessoas com Dermalofitoss extensa. O possivel beneficio & o de um acompanhamanio
dentro da uma sistematica diferante da gue & feita no ambulatdrio do HC. Vocd podera ainda estar ajudando
oulras pass0as com o masmo lipo de problema ao parmitir a obtencio / andlise de dados sobre a doenca.
Caszo ndo concorde em participar, vocd possui a opcdo de manter o seu acompanhamento normal sem
quabquer prejuizo dentro do HC. Vocd poderd ler acesso ndo 56 aos dados oblides como também ao
esclarecimento de qualguer assunlo relacionado ao estudo. Os dados oblidos poderdo ser acessados
aexclusivamante pelos investigadores, comissdes de ética das instituicdes envolvidas & auloridades sanitarias
do pais.

Em caso de emengéncia elou dividas vood poderd entra am contald com:

Dr. Dewton de Moraes Vasconcelos — 3061-7193 [ 3061-T194 [ 3061-T7457

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. acessn, a qualquer tempo, as informacbes sobra procedimentos, riscos @ benaficios relacionados a
pesquiza, inclusive para dinmir evantuais dividas.

2 liberdade de retirar seu consentimento a gualguer momento & de deikar de participar do estudo, sem gue
isto traga prejuizo 4 continuidade da assisténcla.

3.salvaguarda da confidencialidade, sigilo & privacidade.
4 disponibilidade de assisténcia no HCEFMUSP, por eventuais danos a salde, decorrentes da pasquisa.
5 viabilidade de indenizacio por eventuals danos 4 sadde decormentes da pesquisa.

V - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REAGOES ADVERSAS.

Dewton de Moraes Vasconcelos. Tel: 3061-7457 ou 3061-7499.

vl - OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Vil - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declare que, apds convenlentemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o gue me fol explicado,
consinto em participar do presente Prolocolo de Pesquisa

530 Paulo, da da

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
{carimbo ou mome Legivel)
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ANEXO C: Aprovacdo do Comité de Etica (HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLIiNICAS

DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAIXA POSTAL, 3671
SAO PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA

Comissiao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comiss&o de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo, em sesséo
de 23.11.00, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 855/00 intitulado:
"Caracterizacdo da resposta imunoldgica celular em pacientes
portadores de dermatofitoses extensas”, apresentado pelo(a)
pesquisador(a) Prof. Dr. Pcwton dc Moraes Vasconcelos, do
Departamento de Dermatologia, bem como Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

CAPPesq, 24 de novembro de 2000.

PROF. DR. &IBI‘?%/E/KALIL FILHO

Presidente da Comissao de Etica Para
Andlise de Projetos de Pesquisa

OBSERVAGAQO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 3 CAPPesq, os relatérios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra “c”).
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