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RESUMO

Dermatofitoses sé&o infecgdes fungicas de natureza crdnica cujo
principal agente etioldgico é Trichophyton rubrum. Apesar de
sua alta ocorréncia mundial, pouco se sabe sobre os mecanismos
imunoldégicos envolvidos nestas 1infecgdes. Neste trabalho
investigamos a participacdo de duas classes de receptores de
imunidade inata (NLRs e CLRs) na resposta a T.rubrum e
avaliamos o perfil protedmico de macrdfagos quando estimulados
com o fungo. Observamos que T.rubrum foil capaz de induzir a
producgdo de IL-1p dependente do inflamassomo  NLRP3 e
destacamos o papel da sinalizacdo de IL-1 na modulacdo da
resposta de IL-17. Determinamos os CLRs dectina-1 e dectina-2
como receptores essenciais na producgdo de citocinas
inflamatérias e para o controle da 1infecgdo experimental.
Curiosamente, a IL-17 e os linfécitos T e B foram dispensaveis
para a eliminacdo do fungo. Também identificamos a proteina
CLEC1A como uma novo receptor para fungos, envolvido no
reconhecimento de glicolipideos de T.rubrum. Por fim, a
analise protebmica de macrofagos revelou a vimentina e a
plastina-2 como duas proteinas potencialmente envolvidas na

relacdo patdgeno-hospedeiro.
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ABSTRACT

Dermatophytosis are chronic fungal infections whose main
causative agent 1is Trichophyton rubrum. Despite its high
incidence worldwide, the immunological mechanisms underlying
these infections remain largely unknown. Here we investigated
the 1involvement of two <classes of 1innate immune receptors
(NLRs and CLRs) 1in the reponse to T.rubrum and performed a
proteomic profiling of macrophages upon T.rubrum stimulation.
We observed that T.rubrum was able to drive NLRP3
inflammasome-derived IL-13 production and highlighted IL-1
signaling as an important component in the shaping of the IL-
17 response. We defined the CLRs dectin-1 and dectin-2 as key
receptors for the induction of inflammatory cytokines and for
the infection control in the in vivo settings. Curiously, IL-
17 cytokines and T and B lymphocytes were dispensable for
fungal clearance. In addition, we uncovered CLEClA as a new
receptor 1in fungal sensing, 1involved 1in the recognition of
T.rubrum glycolipids. Finally, the proteomic analysis revealed
Vimentin and Plastin-2 as two proteins potentially involved in

the host-pathogen interaction.

Keywords: Trichophyton rubrum, Innate Immunity, Inflammasome,

NLRP3, Dectin-1, Dectin-2, IL-17, CLECI1A, Proteomics
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I - Dermatofitoses - Aspectos Gerais

As dermatofitoses (ou tineas) sdo infeccdes fungicas que
afetam tecidos queratinizados (pele, pelos e unhas) e
representam o grupo mals comum e disseminado de micoses,
afetando de 20 a 25% da populacdo mundial [1].

Seus agentes etioldgicos - os dermatdfitos - s&o fungos
filamentosos da classe FEuascomycetes dque se dividem em trés
géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. As
espécies podem ser classificadas em antropofilicas (mais
adaptadas ao hospedeiro humano, causando infecc¢des de carater
crbnico), zoofilicas ou geofilicas (geram reacgdes mais agudas
e inflamatdrias) [2].

Trichophyton rubrum é o principal agente antropofilico,
isolado em até 80% dos casos de dermatofitose em determinadas
populacdes [3]. Ele forma coldnias cotonosas, de coloracéo
branca e com reverso avermelhado a rosa-purpura. A microscopia,
observam-se hifas hialinas e septadas, com microconidios
laterais piriformes. Os macroconidios (em quantidade variéavel)
sdo longos, com parede fina e trés a oito células (Figura 1).

A classificagcdo das dermatofitoses pode ser feita em
funcdo do sitio anatdémico afetado [4]:

- Tinea corporis: afeta o tronco e extremidades (com excecdo
da sola dos pés e palmas das mé&os), causada principalmente
pelo género Trichophyton. Manifesta-se como placas

eritematosas circulares de tamanho variado. Uma variante da



tinea corporis ¢é o Granuloma de Majocchi, quando  hé
envolvimento dos foliculos capilares, geralmente associado a

T.rubrum.

Figura 1. Aspectos macro- e micromorfolégicos de T.rubrum. A, Aparéncia

da coldénia em &gar batata; B, Caracteristicas micromorfoldgicas (aumento de
400x), hifas hialinas septadas e abunddncia de microconidios. Adaptado de

Tan et.al. (2014)[5].

- Tinea pedis: ou pé-de-atleta, como implica o nome, afeta os
membros inferiores (pés). Mais comum em adolescentes, pode ter
quatro tipos de manifestagcdes <clinicas: mocassina (eritema
difuso e descamacdo da sola dos pés); interdigital (mais comum,
envolve eritema e maceragdo no espago entre os dedos);
inflamatdéria (com vesiculas e pustulas) e ulcerativa (quadro

mais grave da interdigital, <com erosdes e TUlceras mais



profundas). Associada principalmente a T.rubrum, Trichophyton
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum (Figura 2).

- Tinea cruris: afeta a regido da wvirilha gerando placas
eritematosas e contorno delimitado. Associada  também a
T.rubrum, T.mentagrophytes e E.floccosum, pode afetar ambos os
sexos, mas é mals comum em homens.

- Tinea manuum: usualmente a manifestacdo ¢é unilateral,
causando um eritema moderado na regido palmar, podendo estar
ou ndo acompanhado de acometimento da unha (onicomicose).

- Tinea faciei: afeta a regido da face, apresentando
manifestacdes similares a tinea corporis, podendo causar hipo-
ou hiperpigmentacdo da area afetada.

- Tinea capitis: 1infecgdo no couro cabeludo, mais comum em
criancas. Associada aos géneros Trichophyton e Microsporum. O
quadro clinico mais comum é a alopécia localizada, com fios de
cabelo quebradicgos.

- Tinea unguium: onicomicose causada por dermatdéfitos,
principalmente T.rubrum. Mais comum em adultos, ela leva ao
amarelamento e, posteriormente, quebra da unha, porém

geralmente ndo estd associada a quadros de dor ou coceira.



Figura 2. Aspecto clinico de tinea @pedis por T.rubrum. Lesdes
descamativas e eritematosas com acometimento das unhas em um paciente com

AIDS. Adaptado de da SILVA et.al. (2014) [6].

A localizacdo anatdbmica das tineas nd&o é aleatdria. As
regides mais suscetiveis sdo aquelas que proporcionam
condigdes favoraveis ao desenvolvimento do fungo: umidade
(suor), calor e pH adequado. Regides interdigitais, dobras de
pele, unhas e couro cabeludo, além de satisfazerem essas
condig¢des, também permitem um contato prolongado entre o fungo

e a pele do hospedeiro, favorecendo a infecgdo [7].

Patogénese

O encontro inicial do futuro hospedeiro com o dermatdéfito

ocorre pelo contato com materiais contaminados (solo, pelo de

animais), que podem ser associados ao convivio  humano

(compartilhamento de pentes, sapatos, pecas intimas) [7].
ALJABRE et.al. (1993) demonstraram que o contato entre o

patdégeno e o hospedeiro requer muitas horas para estabelecer

uma infecg¢do produtiva [8]. Acredita-se que para garantir uma
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adesdo efetiva, os dermatdéfitos expressem adesinas gue se
ligam a carboidratos presentes na pele [7]. Por outro lado, a
inoculacdo de conidios ou fragmentos de hifas pode driblar a
fase de adesdo, acelerando a colonizag¢do do hospedeiro [9].

Para que a infeccé&o prossiga, é necessaria a invasdo do
dermatdéfito no estrato cdrneo. O fungo propaga-se na pele
através da secrecdo de enzimas que degradam componentes
orgdnicos, como queratina e outras proteinas, lipideos e acido
desoxirribonucleico (DNA), gerando substratos gque suportam seu
crescimento [7,9].

Muitas das enzimas secretadas pelos dermatdéfitos
necessarias para a colonizacdo exibem atividade oétima em pHs
acidos, em concordadncia com o pH da pele humana. Além disso,
dermatdéfitos como T.rubrum apresentam vias de transducdo de
sinal responsivas ao pH que regulam o metabolismo fungico em

funcdo acidez ou alcalinidade do ambiente [10].

Diagnéstico e Tratamento

O diagnéstico das dermatofitoses é importante para diferencid-
-las de outras condig¢des clinicas, como infecgdes por Candida,
psoriase e dermatites [4].

A técnica cléssica para diagndéstico de dermatofitoses é a
andlise de pelo, raspado de pele ou de unha, tratados com
solucdo 10% KOH, em microscopia 6ética. Neste exame, que néo
discerne as espécies de dermatdtifos, observam-se hifas

hialinas, septadas e artroconidiadas [4]. Confirmada a
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positividade para dermatofitose parte-se para cultura,
isolamento e identificac¢do do fungo, muito embora se inicie o
tratamento sem a necessidade de se conhecer a espécie
envolvida. A identificacédo de espécie tem mais valor
epidemioldégico do que clinico.

No caso da tinea capitis, uma possibilidade de diagndstico
é a exposicdo da regido a luz fluorescente da lampada de Wood.
Neste <caso, as espécies do género Microsporum emitem uma
fluorescéncia verde [4].

Recentemente, técnicas de diagndéstico molecular para
dermatofitoses tem ganhado interesse devido a maior rapidez e
acuracia em relacdo aos métodos microbioldgicos classicos,
sendo o destaque dado a reacdo em cadeia de polimerase (PCR).
O principal sitio génico investigado é quitina sintase 1, que
¢ um marcador genérico de dermatdéfitos. Porém, para fins de
identificacgdo de espécie, opta-se por regides do RNA
ribossomal [11,12].

O tratamento farmacoldgico preconizado nas dermatofitoses
envolve tanto abordagens tépicas quanto orais. A terapia
antifungica tépica emprega cremes ou pomadas com compostos
imidazdélicos (clotrimazol, miconazol, econazol, cetoconazol)
ou alilaminas (terbinafina). Como terapia oral empregam-se
fadrmacos triazdélicos (itraconazol e fluconazol), terbinafina e
griseofulvina [13].

Uma vez que criancas sdo pacientes comuns em

dermatofitoses, é importante ressaltar que hd a necessidade de
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ajuste de dose em funcdo do peso, sendo que em alguns casos
requer-se ainda monitoramento terapéutico, como no caso de
terbinafina ou fluconzaol, que podem ser hepatotdxicos [4].
Algumas condig¢des especiais também precisam de maiores
cuidados, principalmente em situacdes de co-morbidades. Por
exemplo, trabalhos mostram que pacientes com doenca renal
crbnica sdo mais propensos a dermatofitoses [14,15]. Nestes
casos, IRIMIE et.al. (2014) propdem que o farmaco de escolha
seja a terbinafina e a dose seja monitorada segundo o

clearance renal [lo].

II - A Resposta Imune nas Micoses

(1) Imunidade Inata e os Receptores Reconhecedores de Padrdes
(PRRs)
A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo
contra infeccgdes, sendo capaz de identificar diversas classes
de patdgenos - virus, bactérias, fungos e parasitas - com base
na deteccdo de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), que s&do moléculas conservadas através da evolucéo,
comuns entre os membros de uma mesma classe e sem similaridade
com moléculas de mamiferos [17].

MATZINGER (2002) sugeriu um modelo complementar no qual a
imunidade inata também seria capaz de identificar sinais de
perigo - padrdes moleculares associados a perigo (DAMPs) -

liberados pelas células injuriadas pelos patdgenos. Assim,
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além de detectar o patdgeno diretamente, o sistema imune
também investigaria os danos que possam ter sido causados ao
hospedeiro [18].

Tanto os PAMPs quanto os DAMPs sdo detectados através de
receptores amplamente distribuidos nas células do hospedeiro e
gque foram genericamente denominados Receptores Reconhecedores
de Padrdes (PRRs). A especificidade de cada receptor Jj& esté
codificada no genoma do hospedeiro e as principais classes de
PRRs identificadas até hoje sdo: receptores tipo-Toll (TLRs),
receptores tipo RIG-I (RLRs), sensores com dominios ligadores
de nucleotideo e ricos em repeticdes de leucina (NLRs) e

receptores de lectina tipo C (CLRs) [19].

TLRs
Os TLRs sé&o glicoproteinas integrais de membrana do tipo I.
Podem ser expressos tanto na superficie da célula quanto
associados a membrana endossomal. Estruturalmente, sao
divididos em uma porcdo extracelular rica em repeticdes de
leucina (LRRs), responsavel pelo reconhecimento do ligante, e
um dominio citoplasmético  hombélogo a Toll/IL-1R (TIR)
responsavel pela sinalizacgdo intracelular [20].

Ja foram descritos 13 membros dessa classe em camundongos
e 10 sdo conhecidos no humano. Como reflexo dessa grande
variedade, os PAMPs reconhecidos pelos TLRs sdo de natureza
diversa, como por exemplo lipoproteinas (reconhecidas por TLR

1/2 e TLR 2/6), &cido ribonucleico (RNA) (TLR3), DNA (TLR9),
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lipopolissacarideo (LPS) (TLR4), flagelina (TLR5), B-glucanas
(TLR2, TLR6) e mananas (TLR2, TLR4) - estas duas ultimas
associadas a patdgenos fungicos [21]. Além de carboidratos, o
material genético fungico, reconhecido por TLR3, TLR7 e TLR9,
também é um PAMPs relevante [22].

Apesar dessa diversidade no repertdério de reconhecimento,
a sinalizacdo deflagrada pode ser essencialmente dividida em
dois tipos em funcdo das moléculas adaptadoras requisitadas:

(i) MyD88 (recrutado por todos TLRs, exceto TLR3), que culmina
na ativacdo das vias das (MAPKs) e de NF-xB, levando a
transcricdo de diversas moléculas e fatores pré-inflamatédrios,
como citocinas e quimiocinas;

(ii) TRIF (TLR4 e TLR3) que, além de NF-kB, também promove
ativacdo de Fatores Regulatdédrios de Interferon (IRFs) 3 e 7,
relacionados a producdo de Interferon (IFN) do tipo I [23].

Existem ainda outras duas moléculas adaptadoras, TIRAP e
TRAM - a primeira facilita a interacdo de TLR2 e TLR4 com
MyD88 enquanto a segunda funciona como uma ponte entre TLR4 e
TRIF. Portanto, TLR4 é o Unico receptor capaz de recrutar as
quatro moléculas adaptadoras [23].

Embora os TLRs sejam classicamente associados a resposta
contra Dbactérias, seu papel na imunidade as micoses Jja& ¢é
plenamente reconhecido. 1Inclusive, a histéria dos TLRs se
iniciou justamente através do estudo de uma infeccdo fungica,

quando se observou a alta suscetibilidade da mosca-da-fruta
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(Drosophila) deficientes no sistema Toll a fungos do género
Aspergillus [24].

Varios trabalhos na literatura exploraram o papel de TLR2
nas micoses, porém os resultados s&do conflitantes, sugerindo
tanto efeitos protetores quanto deletérios. Por exemplo, na
candidiase experimental, enquanto VILLAMON et.al. (2004)
relataram TLR2 como um receptor necessario ao combate a
C.albicans [25], BELLOCCHIO et.al. (2014) ndo constataram
efeito protetor nesta infeccdo [26]. Incongruéncias similares
foram observadas para Aspergillus e Cryptococcus neoformans
[277. Resguardadas as diferencas nos delineamentos
experimentais, ¢é importante considerar que a capacidade de
TLR2 em formar dimeros com outros TLR, como TLR1 e TLR6, pode
influenciar nos desfechos observados.

No caso de TLR4, por outro 1lado, sua contribuicdo na
resposta protetora as micoses é mals bem estabelecido. Néo
apenas pelo papel na indugcdo de inflamacdo, TLR4 também &
necessario na modulacdo da resposta adaptativa, influenciando,
por exemplo, no processo de maturacao das Céluals
Apresentadoras de Antigenos (APCs) [27]. A constatacdo de que
polimorfismos nos genes dos TLRs tem correlacdo com a
suscetibilidade a infecc¢des fungicas em seres humanos vem por
confirmar sua relevédncia nas linhas de defesa do hospedeiro

[28].
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RLRs

Os RLRs sdo uma classe de receptores citoplasmaticos devotados
ao reconhecimento de RNA, sendo classicamente associados a
atividades antivirais. Atualmente, a <classe ¢é composta por
trés membros: RIG-I (DDX58), MDAS5 (IFIH1) e LGP2 (DHX58) - que
compartilham como estrutura basica um dominio C-terminal CTD e
um dominio de RNA helicase DExD/H-box. RIG-I e MDA ainda
possuem um Dominio recrutador e ativador de caspase (CARD) N-
terminal, ausente no LGP2. As porcgdes CTD e helicase séo
responsaveis pelo reconhecimento de RNA viral, que distingue
do material do préprio hospedeiro por ser de natureza dupla
fita (dsRNA) e apresentar motivos impares, como uma cauda
57trifosfato (5 ppp-) [29].

Apds serem ativados, os RLRs interagem, através do dominio
CARD, com a molécula adaptadora MAVS/IPS-1, que é uma parte
integral das mitocdédndrias, levando a formacéao de uma
plataforma multimolecular gue culmina na ativacdo de vias de
transcricdo génica, particularmente NF-kB e IRF-3 e =-7. O
somatdério destes eventos é a inducdo de uma resposta de IFN
tipo I, que promove a resposta antiviral [29].

Recentemente, foil proposto que a ativag¢do dos RLRs ocorra
nos gréanulos de estresse (SGs). 0Os SGs sdo definidos como
agregados citoplasmaticos de nucleoproteinas que sdo induzidos
em resposta a varios tipos de agressdes celulares, tais como
calor, estresse oxidativo e deprivacdo nutricional. Assim,

apesar de ndo serem estruturas exclusivamente associadas a
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processos infecciosos, sabe-se que varios virus induzem a
formacdo dos SGs por interferirem na maguinaria de sintese
protéica, causando a producdo de proteinas “anormais” ao
hospedeiro. Apesar dos detalhes moleculares e estruturais
envolvidos na formacdo e manutencdo dos SGs em pProcessos
virais ndo serem claramente entendidos, hé& fortes indicios de
que o0s RLRs realizem o reconhecimento de RNA viral dentro
destas estruturas [30].

Apesar dos RLRs serem quase que exclusivamente associados
a 1infecgdes virais, sugere-se que eles também poderiam
participar na resposta a C.albicans. Jaeger et.al. (2015)
observaram relacdes entre o receptor MDA5 e candidiase: (i)
pacientes com candidiase mucocutédnea exibem menor expressdo do
receptor do que controles saudéaveis, (ii) variantes do gene
IFI1H podem estar associados a infecc¢des sistémicas e (iii)
esplendécitos de camundongos nocautes para MDALS tem reducdo da
expressdo de IFN-B apds estimulagcdo com C.albicans [31].
Apesar de preliminares, futuros trabalhos poderdo trazer
novidades sobre o papel destes PRRs na 1imunidade a outras

micoses.

NLRs e Inflamassomos

Os NLRs sdo uma familia de sensores citossdélicos que se
caracterizam por serem estruturas triplices, formadas por: (I)
um dominio C-terminal LRR responsavel pelo reconhecimento do

ligante; (II) um dominio central ligador de nucleotideos (NBD)
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e (IITI) um dominio N-terminal varidvel responsavel pelas
funcées efetoras [19]. E com base nesta estrutura singular que
se estabeleceu a nomenclatura NLR: Nucleotide-binding domain
and Leucine-rich Repeat containing familiy (familia contendo
dominios ligadores de nucleotideo e ricos em repetigdes de
leucina) [32]. Apesar disso, extra-oficialmente, NLR também é
comumente conhecido como receptor tipo-Nod (um paralelismo aos
TLRs), embora seu uso deva ser desestimulado.

O dominio N-terminal define a classificagdo do receptor

[32,33]: (i) NLRAs (dominio de ativacdo &cido), (ii) NLRBs
(dominio BIR - Dbaculovirus inibidor de apoptose), (iii) NLRC
(dominio CARD - dominio recrutador de caspase) e (iv) NLRPs

(dominio pirina).

Atualmente, sdo conhecidos 22 membros desta familia em
humanos e 30 nos camundongos [34]. Embora pouco se saiba sobre
o0 papel exato de todos os membros na homeostase do organismo,
alguns NLRs estdo consideravelmente caracterizados, sendo a
formacdo do inflamassomo a via principal de sua atividade.

Os inflamassomos sdo definidos como um complexo molecular
envolvido na ativacdo de caspase-1, uma protease responsavel
pelo processamento e ativagdo das citocinas pré-inflamatdrias
Interleucina (IL)-1B e IL-18 [35].

Cinco inflamassomos foram descritos até hoje, denominados
segundo o NLR envolvido [36]: NLRP1 (associado ao
reconhecimento de toxina de Bacillus anthracis), NLRC4 ou IPAF

(reconhecimento de flagelina e ©proteinas do sistema de
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secrecdo do tipo III de Dbactérias em concerto com receptores
NAIP), NLRPO (associado a homeostase intestinal) e NLRP3
(detalhado mais a frente). O quinto inflamassomo, AIM2, na
realidade ndo é composto por um NLR, mas pelo receptor AIM2,
associado ao reconhecimento de DNA e gque também é capaz de
oligomerizar-se, formando uma plataforma de ativacdo de
caspase-1 [37].

Ao serem ativados, os NLRs se oligomerizam, formando
plataformas multiprotéicas. Caso disponham de um dominio CARD
(e.g. NLRC4) podem recrutar diretamente a caspase-1, due
também apresenta este dominio. Do contrario, seu recrutamento
requer uma proteina adaptadora, a Proteina Apoptdtica similar
a Particula (ASC), que apresenta um dominio CARD e um dominio
Pirina que interage com o residuo N-terminal dos NLRPs [35].
Uma vez recrutada, a caspase-1 sofre uma clivagem
autoproteolitica 1liberando fragmentos de 10 (pl0) e 20 kDa
(p20) . Estes formam, entdo, um tetrédmero, que é forma ativa da
enzima, capaz de ativar a IL-1B e a IL-18 [33].

O inflamassomo NLRP3 foi associado ao reconhecimento de
uma gama imensa de PAMPs e DAMPs que ndo exibem semelhancgas
estruturais ou funcionais entre si: determinantes virais,
componentes fungicos, toxinas bacterianas formadoras de poros,
trifosfato de adenosina (ATP), cristais de colesterol ou é&acido
urico, particulas inertes (silica, asbestos), alum, proteinas
B-amildide, etc [37]. Supor gque exista uma ligacdo direta

entre estes ligantes e o NLRP3 é uma hipdbdtese pouco plausivel.
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De fato, nunca se demonstrou a existéncia de um complexo
ligante-receptor nestes moldes para o NLRP3, o que reforgca a
nocdo de que os NLRs ndo sdo receptores strictu senso, mas, na
realidade, sensores de perturbacdes na homeostase.

Dessa forma, admite-se que a ativacdo de NLRP3 é& um
processo indireto, no qual os ativadores do receptor deflagram
vias de sinalizag¢do em comum e os produtos destas vias sejam
0s ativadores propriamente ditos. Assim, o modelo proposto se
fundamenta em trés vias (Figura 3) [34]:

(i) Efluxo de Potéassio/K" [38]: toxinas bacterianas podem
induzir a formacdo de poros na membrana eucaridtica, causando
a perda do contetdo intracelular. O efluxo de K, em
particular, foi correlacionado com a ativacdo do NLRP3. O ATP
extracelular pode exibir um efeito similar ao ativar canais
P2X7 de membrana que promovem o efluxo do céation. COMPAN
et.al. (2012) sugeriram que essa alteracdo no balanco idnico
causaria uma alteracdo do volume celular e, assim, a
conformacdo das proteinas, o que, entdo, proporcionaria a
ativacdo do inflamassomo [39].

(1i) Instabilidade 1lisossomal: o extravasamento do contetdo

lisossomal foi correlacionado a ativacdo do NLRP3 através da

acdo da catepsina B. E uma via associada a materiais
particulados, que, sendo fagocitados, interfeririam
diretamente na 1integridade do (fago) lisossomo. Embora a

catepsina B tenha sido considerada a Unica envolvida,
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ORLOWSKI et.al. (2015) demonstraram que outras catepsinas
também participam deste processo de forma redundante [40].
(iii) Espécies reativas de oxigénio (ROS): a producdo de ROS é
uma ferramenta de eliminacdo de patdgenos. A principal fonte
dessas espécies é o sistema NADPH oxidase, porém também se
atribui a mitocdndria um papel de destaque, onde a producdo de
ROS é consequéncia da fuga de elétrons da cadeia respiratédria,
que estariam livres para reduzir oxigénio a é&nion superdxido.
Refinando ainda mais essa proposta, SHIMADA et.al. (2012)
propuseram que as ROS mitocondriais oxidariam o DNA da
organela e este material oxidado seria entdo o provavel
ativador do inflamassomo [41]. Apesar de nado haver consenso
pleno sobre qual aspecto da biologia das ROS é mais relevante
no contexto dos inflamassomos, esta via estd correlacionada a
diversas condig¢des patoldgicas, desde doencas metabdlicas a
processos infecciosos.

Além destas wvias classicas, a ativacdo do inflamassomo
NLRP3 também é regulada por outros sistemas, denominados né&do-

candnicos, como caspase-11, discutido abaixo.
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Figura 3. Vias de ativagdo do inflamassomo NLRP3. (painel a esquerda)

Vias «cléssicas de ativacdo: efluxo de potédssio, ruptura lisossomal ou

producdo de espécies reativas de oxigénio. (painel a direita) Vias néo

canbnicas de ativacdo: caspase-11 e caspase-8. Adaptado de MAN & KANNEGANTI

(2015) [42] .

Inflamassomos ndo-canbénicos: Caspase-11

Em 2011, KAYAGAKI et.al. mostraram que O que antes se
acreditava ser um camundongo exclusivamente deficiente em
caspase-1 também o era em caspase-11 [43]. Acredita-se dque
quando foi feita a delecdo do gene de caspase-1, parte do gene
de caspase-11 foi perdido Jjunto devido a proximidade génica

das enzimas. Com a divulgacdo desse fato, iniciou-se uma
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postura “revisionista” dos trabalhos sobre caspase-1 e
concluiu-se que muitos achados antes atribuidos exclusivamente
a caspase-1 na verdade eram fendmenos caspase-11 dependentes.

A caspase-11, cujo homélogo em humanos é a caspase-4/-5,
ndo existe em quantidade significativa em condig¢des basais,
havendo a necessidade de se induzir sua expressao,
principalmente em resposta a ativagdo de TLR4 e a sinalizacéo
via TRIF [44].

Curiosamente, a ativacéao de caspase-11 ocorre
principalmente em resposta a bactérias Gram-negativas
(Citrobacter rodentium, Escherichia coli, Salmonella, Vibrio
cholerae, Legionella pneumophila) [44,45], que também foram
associadas a ativacdo de inflamassomos cléssicos, como NLRC4 e
NLRP3.

A principio, o mecanismo de ativacdo exato da caspase-11
era desconhecido. Cogitava-se qgque ela poderia ser deflagrada
pela acdo de IFN tipo I [46] ou ainda que a prépria inducdo da
expressdao de caspase-ll seria suficiente e ela mesma se
ativaria (auto-ativacéao) [47]. Posteriormente, constatou-se
que a caspase-11 é capaz de se ligar diretamente ao LPS,
sugerindo que, além da atividade enzimédtica, a caspase-11
também funcionaria como um receptor de LPS como TLR4 e NAIPS
[48].

Com relacdo as suas acdes efetoras, sabe-se que a caspase-
11 ndo é capaz de ativar diretamente a IL-13/IL-18. Contudo,

ela participaria da ativacdao de caspase-1 tanto diretamente
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quanto pela ativacdo de NLRP3 [42,43,47]. Além disso, a
caspase-11 também estd envolvida na producgdo de IL-lo [49].
Logo, a caspase-11 é importante um elemento na regulacdo de
citocinas pré-inflamatdrias, como exemplificado na inflamacéo
associada ao choque séptico, que é creditada como uma
manifestacdo da ativacdo excessiva de caspase-11, em resposta
a LPS [53]. Logo, em determinadas condigdes fisiopatoldgicas,

a caspase-11 exerce papel protagonista.

Funcbes efetoras do inflamassomo

O papel de NLRP3 em processos patoldégicos é emblematico. As
doencas autoinflamatdérias, assim denominadas por dispensarem a
participacdao da imunidade adaptativa, caracteristica de
doencas autoimunes, estdo relacionadas a mutagdes no gene de
NLRP3, levando a ativacdo espontdnea do inflamassomo [54]:
sindrome autoinflamatdéria fria familial, sindrome de Muckle-
Wells e doenca inflamatdéria multissistémica de inicio neonatal.
Além disso, NLRP3 também tem papel na patogénese de doencas
metabbélicas/sistémicas, como obesidade [55] e diabetes tipo 2
[56].

Em relacdo aos processos infecciosos, o envolvimento de
diversos NLRs ja estd estabelecido. O inflamassomo NLRP1l, por
exemplo, é importante no reconhecimento da toxina de
B.anthracis e de muramildipeptideo bacteriano [57]; o
inflamassomo AIM2 é importante em processos que envolvam DNA

no citossol, como a infecg¢do por Francisella [58]; e o
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inflamassomo NLRC4 estd relacionado a infeccgbes Dbacterianas,
sendo fundamental na resposta contra Shigella [59], Legionella
[60] ou Salmonella [61].

Particularmente em relacdo as infecgdes fungicas, a
literatura também suporta um papel crucial dos inflamassomos
nessas repostas. Apesar de sensores como O NLRC4 terem sido
associados a imunidade contra fungos como Candida [62], o
principal inflamassomo envolvido em micoses é o NLRP3. Sua
participacdo j& fol demonstrada em resposta a Candida albicans
[63,64], Aspergillus fumigatus [657, Paracoccidioides
brasiliensis [66,67], Microsporum canis [68] e Trichophyton
schoenleinii [69]. KUMAR et.al. (2009) mostraram que p-
glucanos podem ser um dos determinantes fungicos envolvidos na
ativagcdo do NLRP3 [70], sugerindo que em outras micoses possa
haver a participacdo deste sistema.

Os mecanismos efetores deflagrados pelos inflamassomos
podem ser divididos em dois grandes grupos: dependentes de IL-
13/IL-18 ou dependentes de caspase-1. Apesar da ativacdo de
IL-1B/IL-18 ser caspase-1 dependente, alguns dos efeitos
bioldgicos dos inflamassomos se devem a acdo direta da
protease e nd&o as citocinas ativadas [71].

Mecanismos IL-1B/IL-18 dependentes
O receptor de IL-1B/IL-la (IL-1RI) apresenta um dominio TIR
intracelular e, apds a ligacdo a citocina, ele recruta a

molécula IL-1RAcCP e inicia a sinalizacdo celular através das
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moléculas adaptadoras MyD88, IRAK4 e TRAF6, levando a ativacéo
das vias de NF-xB e MAPKs [72,73].

Contudo, dado o alto potencial inflamatdrio desta citocina,
dois mecanismos inibitdérios existem em nivel de receptor: (i)
receptor IL-1RII, que ndo deflagra nenhum tipo de sinalizacdao,
polis exibe uma cauda intracelular muito curta, competindo,
pois, com o IL-1RI pela IL-1 e (ii) IL-1Ra, uma molécula
similar as «citocinas, capaz de se ligar ao IL-1RI, mas
bloqueando a ligacdo da citocina ao receptor, o gue impede o
recrutamento de IL-1RAcP [72,73].

No caso da IL-18, o sistema é similar. O receptor IL-18Rx
se liga a IL-18 e recruta a cadeia IL-18Rp, deflagrando a
sinalizacdo intracelular. Como mecanismo de regulacao, a
proteina IL-18BP liga-se a IL-18, impedindo sua interacdo com
o receptor [72].

Além desta regulacdo funcional, este sistema também esta
sujeito a um controle em nivel transcricional. A transcricéo
de genes promovida por outros PRRs, como os TLRs, é
fundamental para a atividade do inflamassomo NLPR3. Os niveis
constitutivos de pré-IL-13 sdo normalmente baixos e, portanto,
é necessaria uma etapa de “primagem” para que a ativacdo do
inflamassomo tenha resultados significativos [74]. Este
controle transcricional reforca ainda mais potencial
inflamatério da IL-1f: a producdo da citocina é condicionada
por dois estimulos - um via PAMPs (TLR), dgue sinaliza a

presenca de um micro-organismo (mas que pode nao ser
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necessariamente patogénico) e um via DAMPs (NLR) que indica
realmente um processo de dano ao hospedeiro [75].

Recentemente, LIN et.al. (2013) descreveram um mecanismo
de ativacdo rapida do inflamassomo NLRP3 que dispensa a etapa
de primagem, mas que requer a quinase IRAKl. Contudo, a
ativacdo precoce da caspase-1 estaria mais associada a eventos
como a piroptose e a secregdo de alarminas, como IL-la, do que
ao processamento de citocinas [76].

Os efeitos bioldbgicos da IL-1R/IL-18 sdo multiplos e
abrangem varios tipos celulares. Em células dendriticas,
induzem a producgdo de citocinas inflamatdérias e a expressédo de
moléculas do MHC e as co-estimulatdrias. Em macrdfagos, também
induzem a secrecdo de citocinas e fagocitose. Sobre
neutré6filos, promovem sua sSobrevivéncia e induzem o Dburst
oxidativo e a secrecdo de enzimas [73].

Além disso, estas citocinas também s&o importantes na
modulacd&o da resposta adaptativa, atuando como co-estimulos na
definicdo dos eixos de resposta. A IL-1f atua como um
coadjuvante na inducdo da resposta Tyl7 em concerto com a IL-6
e IL-23 [77]. Por outro lado, a IL-18 ¢é correlacionada ao
compromentimento com o eixo Tyl [78].

Em funcdo dos mecanismos expostos, diversos trabalhos
demonstraram a importdncia destas citocinas no combate a
patdgenos em diferentes sitios anatdmicos.

RAMOS et.al. (2012) mostraram que a IL-13, em sinergismo

com IFNs tipo I, promove o controle da infecgcdo pelo virus
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West Nile em neurdnios [79]. J& CHO et.al. (2012) mostraram
que no combate a infecgdes cuténeas por Staphyloccocus aureus
a IL-13 derivada de neutrdéfilos é importante para formacdo de
abscessos e controle do patdgeno [80].

Com relacdo a homeostase intestinal, a IL-1f pode ser um
elemento importante na discriminacd&o de comensais e patdgenos
[81]. Contudo, ALIPOUR et.al. (2013) mostraram que no combate
a C.rodentium (andlogo murino de E.coli), o Dbalanco na
producdo de IL-1f ¢é importante para evitar o dano exacerbado
ao hospedeiro e garantir o controle da infecgdo [82].

Em contrapartida, a IL-13 também pode exercer papel
deletério ao hospedeiro como mostrado por SHIGUEMATSU et.al.
(2013), em gque a citocina produzida em resposta a uma infeccéo
crbnica por Helicobacter pylori favoreceu o ©processo de

carcinogénese gastrica [83].

Mecanismos caspase-1 dependentes: Piroptose
As caspases sdo enzimas envolvidas com morte celular,
classicamente apoptose [84]. Em concordéncia com este
paradigma, a caspase-1 também ¢é capaz de deflagrar uma
modalidade de morte celular denominada Piroptose [85].

Neste processo, a caspase-1 passa a agir sobre diversos
substratos além das citocinas, levando ao comprometimento da
integridade celular. Por exemplo, ela pode degradar enzimas

envolvidas com a glicdlise, comprometendo o suporte energético
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da célula [86]. Além disso, ela também induz a formacdo de
poros na membrana celular e a fragmentacdo de DNA. Como
resultado, a célula perde o controle osmético, levando a sua
lise e liberacdo do contetido intracelular [85,87]. Portanto, a
piroptose é um processo pré-inflamatdédrio, em gque a morte
celular é acompanhada da liberacdo de DAMPs.

Além do fato de a inflamacdo promovida ser importante no
recrutamento de células imunes para combater patdgenos, hé
outro significado para a piroptose: a eliminacdo do nicho de
replicacdo de patdgenos intracelulares [87]. Tal importancia
esta demonstrada para patdgenos como Shigella [59] e
Legionella [88].

Alternativamente a esses processos, a caspase-1 também
parece ser importante em outros eventos celulares tais como a
secrecdo ndo convencional de proteinas, como a IL-la [89].

A caspase-11 também tem potencial de deflagrar a piroptose,
mas de forma independente da <caspase-1 e de ativadores
cléssicos do inflamassomo, como flagelina [43,50], exercendo
papel critico no controle de patdgenos intracelulares,
principalmente bactérias citossdlicas, como Burkholderia [51].

No entanto, ao 1invés de serem considerados eventos
isolados, argumenta-se que a piroptose mediada pela caspase-11
seja complementar a dependente de caspase-1. BROZ et.al.
(2012) mostraram que em modelo de infecg¢do por Salmonella,
camundongos deficientes em caspase-1l s&o malis suscetiveis do

que o duplo nocaute [52]. Aparentemente, na auséncia isolada
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de caspase-1, a piroptose promovida pela caspase-11 favorece a
dissemina¢do bacteriana e o agravamento da infecg¢do. Com a
caspase-1 presente, mecanismos de clearance, como o
recrutamento de neutrdédfilos, sdo mobilizados e as bactérias
liberadas podem ser eliminadas. Logo, a resposta final acaba
sendo o somatdério dos eventos deflagrados pelas diferentes

enzimas.

Processamento de IL-1(3 independente de caspase-1
E importante citarmos que apesar de a via cldssica de ativacéo
de IL-1p seja dependente das caspases, os inflamassomos,
canbnicos ou ndo, ndo sdo a via exclusiva de ativacdo desta
citocina.

Outras enzimas, encontradas em outros tipos celulares,
tais como proteases de neutrdfilos (proteinase-3, elastase,
metaloproteases) [90] podem também clivar o zimbébgeno da

citocina.

CLRs: Dectina-1, Dectina-2

Os CLRs sédo, em definitivo, a classe de PRRs mais emblemédtica
na imunologia das micoses e sdo definidos com uma familia de
proteinas que apresentam um ou mais Dominios de lectina tipo C
(CTLDs) [91]. A principal funcdo desse dominio ¢é mediar a
ligacdo a carboidratos (definida como atividade de lectina),
geralmente de forma dependente de ca*", o que ndo 1impede que

alguns CLRs também reconhecam ligantes de natureza diferente
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[92]. Atualmente, sdo reconhecidos mais de 1000 membros dessa
familia, que s&do divididos em 17 subgrupos (I-XVII) segundo
sua estrutura e filogenia [93]. Contudo, apenas para um seleto
numero desses receptores hd funcdo conhecida e de relevancia
para a resposta imune, dos quais a dectina-1 e a dectina-2 séo
0s mais envolvidos na imunidade as micoses.

Segundo o tipo de sinalizacdo intracelular deflagrado pela
ativagcdo dos CLRs, podemos dividi-los em doils grupos: (I)
receptores ativadores, que promovem a transducdo de sinal
através de motivos ativadores baseados nos imunoreceptores de
tirosina (ITAM), presentes nas porgdes citoplasmaticas ou na
molécula adaptadora FcRy (e.g., dectina-1 e dectina-2) ou (II)
receptores inibitérios, que possuem motivos inibidores
baseados nos imunoreceptores de tirosina (ITIM), como DCIR. Em
esséncia, enquanto os receptores ativadores promovem a
transcricdo de genes, geralmente envolvidos com a resposta
inflamatéria, os inibitérios promovem o recrutamento de
fosfatases que regulando negativamente as vias de sinalizacgdo
envolvendo quinases [94]. Existe ainda um terceiro grupo de
CLRs que ndo apresenta porcgdo ITAM ou ITIM bem definida e cuja
funcdo estd mais associada a endocitose e captura de antigenos,
mas cujas vias de sinalizacdo sdo pouco conhecidas (e.g., DEC-
205, DC-SIGN, Lox-1) [92]. Na Figura 4 estdo representados os

principais CLRs e as vias de sinalizacdo.
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Figura 4. Os CLRs e suas vias de sinalizagdo. Adaptado de

VAUTIER et.al. (2010) [9171.

Dectina-1

A dectina-1 (ou clec7a) é considerado o arquétipo dos CLRs
e ¢é um PRR fortemente relacionado ao reconhecimento de
residuos de PB-glucanos [70]. Considerado um receptor ativador,
a dectina-1 possui um motivo denominado hemITAM, pois, ao ser
ativado, é preciso que haja dimerizacdo de dois motivos para
que haja a deflagracdo da sinalizacdo. Apds a ativacdo, ocorre
a fosforilacdo dos residuos de tirosina pela gquinase SRC, o
que permite o recrutamento e ativacdo de uma segunda guinase,
a Syk [92,95].

A Syk é capaz de promover o recrutamento do sistema CARD9-

BCL-10-MALT1, que atua como uma plataforma para a ativacdo de
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NF-xB. Ela também pode, alternativamente, ativar o fator de
transcrigcdo pela via ndo-candnica RelB, por intermédio da
quinase NIK [92,95]. Complementando a sinalizacdo via Syk, a
dectina-1 deflagra, em humanos, uma terceira via de ativacéo
de NF-xB que depende da serina-treonina guinase Raf-1 [92].

Como produtos de transcricdo génica induzidos pela
dectina-1 destacam-se as citocinas e quimiocinas IL-2, IL-10,
CXCL2, Fator de Necrose Tumoral (TNF)-o, IL-1B3, IL-6 e IL-23 -
estes mediadores proporcionam a indugdo de uma resposta
adaptativa Tyl7 que, como sera discutido, mais adiante, é uma
das principais ferramentas efetoras contra patdgenos fungicos
[91].

Além de eventos transcricionais, a via da Syk também
influencia na migracdo de fagdbcitos e suas atividades
microbicidas e de fagocitose, o que também contribui no
combate aos patdgenos [95].

Com base nestes mecanismos, o papel da dectina-1 na
imunidade antiftngica ¢é Dbem estabelecido contra patdgenos
classicos como A.fumigatus, Pneumocystis carinii e
Coccidioides immitis [91].

Curiosamente, SAIJO et.al.(2007) mostraram que apesar de a
dectina-1 ser o principal receptor na ativacdo de fagdbdbcitos em
resposta a Pf-glucanos, ela ndo ¢ fundamental no controle da
infec¢cdo intravenosa por C.albicans [96]. Por outro lado,
quando um modelo similar de candidiase disseminada é

estabelecido com outra cepa do fungo, a dectina-1 pode exercer
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papel protetor. Logo, a contribuicdo deste CLRs na resposta as
micoses ndo pode ser generalizado, sendo influenciado por

variaveis como sitios de infecgdo ou mesmo cepas envolvidas

[97].

Um outro mecanismo de imunidade promovido pela dectina-1
refere-se a alteracgdes epigenéticas em mondcitos. QUINTIN
et.al. (2012) observaram que a estimulacdo de camundongos com

C.albicans os tornavam mais resistentes a futuras infeccdes
pelo fungo. Porém, como os efeitos protetores se mantinham
mesmo na auséncia de linfdécitos T e B (ou seja, diferentemente
de vacinacdo classica) sugeriu-se que a imunidade inata também
tinha potencial de memdéria, a qual se cunhou o termo imunidade
treinada. Molecularmente, constatou-se que esse fendmeno se
devia a alteragdes epigenéticas duradouras no genoma de
mondécitos, através da wvia Raf-1, o que os tornava mais
“preparados” para um confronto futuro com o patdgeno,

potencializando a producgdo de citocinas inflamatdérias [98].

Dectina-2

A dectina-2 (ou clecidn) reconhece estruturas baseadas em
manose, como a-mananas, sendo essencial na inducdo da resposta
protetora Tyl7 contra C.albicans [99]. Diferentemente da
dectina-1, a dectina-2 apresenta uma cauda intracelular muito
curta e, portanto, ndo realiza transducdo de sinal por si sb.
Logo, para que seja funcional, o receptor requer a colaboracéo

da cadeia FcRy, que possui um dominio ITAM. Assim, ao ser
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ativado, a dectina-2 recruta a cadeia auxiliar, o que permite
a ativacdo da cascata de sinalizacdo Syk/CARDY9, promovendo a
transcricdo génica pela via de NF-kB e MAPKs [92].
Curiosamente, foi relatado que a dectina-2 ¢é capaz de
formar heterodimeros com o receptor dectina-3 e que este
complexo exibe uma maior afinidade por o-mananas, O due
potencializa a resposta inflamatdéria [100]. Uma vez dque a
formacdo de heterodimeros ¢é mais favorecida do que a dos
homodimeros, é possivel que em condig¢des Iin Vvivo 0SS complexos
entre diferentes CLRs possam ser mais prevalentes.
Posteriormente, a dectina-3 foi associada a regulacdo da
expressdao de outro CLR, o receptor Mincle, o que reforgca o
alto grau de inter-relacdo entre os membros desta classe [101].
Além de fungos, a dectina-2 também foi implicada na
resposta a outros tipos de patdgenos, como O parasita
Schistosoma mansoni, contra o qual ela regula a 1indugdo de
resposta adaptativa (1027, e a bactéria Mycobacterium

tuberculosis [103].

Outros CLRs

A funcdo e os ligantes de diversos outros CLRs ja& foram
descritos, assim como sua participacdo na resposta a patdgenos
fuingicos, geralmente associados a promocgdo do eixo Tygl7. Em
contraponto, h& muitos membros desta familia que ndo foram
devidamente caracterizados. Alguns exemplos de CLRs envolvidos

na resposta a fungos séo:
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- O receptor de manose, um receptor transmembrana tipo I
caracterizado por apresentar oito dominios CTLD e uma curta
cauda citoplasmatica. Geralmente associado a membrana
endossomal, este receptor foi associado ao reconhecimento de
Candida, Cryptococcus e Pneumocystis, ndo apenas através de
estruturas com terminacdes de manose, mas também ligadas a
fucose e acucares sulfatados [91].

- O receptor Mincle, exemplo de receptor transmembrana tipo II
que também depende do adaptador FcRy para transducgdo de sinal
que reconhece micobactérias através do ligante trealose
dimicotilato, mas um envolvimento importante na resposta
protetora contra Malassezia, atuando em concerto com a
dectina-2, foi observado [104].

- O receptor DC-SIGN é um proteina transmembrana tipo II que
se diferencia por ser capaz de promover a
endocitose/fagocitose e «cuja via de transducdo de sinal

envolve a molécula adaptadora Raf-1 [91].

CLRs e TLRs

O fato de CLRs e TLRs compartilharem PAMPs fungicos similares
sugere um certo grau de complementaridade e sinergismo entre
essas duas classes de PRRs [105]. De fato, a ativacdo em
paralelo das vias de MyD88 (TLR) e Syk/CARD9 (CLRs)
potencializa consideravelmente a resposta inflamatdria [106].

Por exemplo, na resposta a A.fumigatus, tanto a dectina-1
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quanto TLRZ contribuem na fagocitose e produgcdo de citocinas
[27,107,108].

Uma aplicacéo terapéutica dessa inter-relacao é
exemplificada na cromoblastomicose, causado por Fonsecaea
pedrosoi. Apesar do fungo ser reconhecido pela dectina-1, ele
evade o reconhecimento wvia TLR. Assim, a administracdo de
agonistas de TLR, como LPS (TLR4) e Imiquimod (TLR7) permite a
geracdo de uma resposta sinérgica que elimina o patdgeno
[109,110].

CLRs e NLRs: Inflamassomo ndo-candbnico de caspase-8

A semelhanca da inter-relacdo com os TLR, também existe um
didlogo entre os CLRs a via dos NLRs. Os CLRs podem, por
exemplo, 1influenciar diretamente na ativacdo do inflamassomo
NLRP3 ou, ainda, participar de um inflamassomo ndo-candnico.

Através de suas atividades transcricionais, os CLRs podem
proporcionar a expressdo de componentes dos inflamassomos (a
etapa de primagem anteriormente descrita). Porém, além disso,
os CLRs também podem proporcionar o sinal 2, de formacdo do
inflamassomo, através de suas acdes ndo-transcricionais, como
inducdo de fagocitose e geragcdo de ROS [11l1l]. Um exemplo deste
didlogo é a discriminacdo entre a forma patogénica (hifa) da
comensal (levedura) de C.albicans dependente do reconhecimento
diferencial via dectina-1 e a consequente ativacdo do
inflamassomo, que, por meio da IL-13, foi determinante na
definicdo de um perfil de resposta adaptativa Tyl7 protetor

[112]. Além de fungos, um sistema de reconhecimento semelhante
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também Jja foi descrito em modelo de Mycobacterium abscessus
[113].

Recentemente, a relacao entre esses receptores ganhou
ainda mais destaque com a descrigdo do inflamassomo ndo-
candnico de caspase-8. A caspase-8 é uma enzima classicamente
associada a morte celular ©por apoptose induzida pelos
receptores da familia de TNFs [114]. Em um elegante estudo,
GRINGHUIS et.al. (2012) mostraram que, nas células dendriticas,
em condicdes basais, a caspase-8 permanece associada a MALTI,
a mesma do sistema CARDI9-BCL-10-MALT1 deflagrado pela ativacéo
de dectina-1 [115]. Quando hé& a ativacdo de dectina-1, em
resposta a C.albicans ou micobactérias, ela mobiliza n&o sé a
transcrigcdo génica pelo sistema CARD9-BCL-10-MALT1, mas também
O recrutamento de caspase-8 e a ativacdo de IL-13 independente
de caspase-1. Posteriormente, GANESAN et.al. (2014)
constataram que a caspase-8 também pode ser recrutada pela
ativacdo do receptor de complemento CR3 por p-glucanas,
atuando em concerto com a dectina-1 e o inflammassomo NLRP3 na
resposta a C.albicans [116].

Mesmo em bactérias, cujo papel dos inflamassomos cléssicos
¢ Dbem estabelecido, parece existir uma contribuicdo da
caspase-8, como mostraram MAN et.al. (2013) na reposta de
macrdéfagos a Salmonella, onde a ativacdo concomitante de
caspase-1 e caspase-8 proporcionou uma resposta oétima [117].

A contribuicdo deste inflamassomo ndo se limita apenas a

processos infecciosos. SHENDEROV et.al. (2014) mostraram que o
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estresse sobre o reticulo endoplasmdtico causado pelo acumulo

de proteinas com dobramento incorreto leva a producdo de IL-1p

por esse sistema, sem a participacdo de NLRP3 [118]. Ja
ANTONOPOULOS et.al. (2013) mostraram que esse inflamassomo
também é ativado em resposta a quimioterépicos, como

doxorrubicina e estaurosporina [119].

Para aumentar ainda mais o grau de complexidade desses
sistemas, GURUNG et.al. (2014) mostraram que a deficiéncia de
caspase-8 e FADD (uma molécula necessaria a sinalizacdo pelo
receptor de TNF) interfere negativamente sobre o inflamassomo
NLRP3 na resposta a C.rodentium [120], sugerindo um alto grau
de sobreposicdo nas vias de sinalizacdo e regulacdo destes

sistemas.

(1ii) Imunidade Adaptativa nas Micoses

A visdo cléssica da imunologia diz que apds a ativacdo do
sistema inato e deflagracdo dos mecanismos imediatos de defesa,
hd a promocdo (ou ao menos uma tentativa) de uma imunidade
duradora adaptativa. Assim, além da questdo do processamento e
apresentacdo de antigenos, 0 reconhecimento de patdgenos
através dos PAMPs promove a produgdo de citocinas que ajudam a
determinar quais eixos de resposta T CD4" auxiliadora (The1per OU
Ty) serdo preferencialmente acionados. De forma reciproca, as
repostas T CD4" potencializariam as respostas efetoras num
segundo momento, permitindo a eliminacdo efetiva do patdgeno e

O retorno a homeostase [121].
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Os eixos de resposta T auxiliadoras sdo reconhecidos e
definidos segundo as citocinas necessarias a sua polarizacéo,
os fatores de transcricdao envolvidos e o perfil de citocinas
secretadas. Assim, sdo reconhecidos oito eixos de resposta,

segundo exposto na Tabela 1 [122,123].

Tabela 1. Perfis de resposta T auxiliadora.

Perfil Citocinas Fator de Trascrigéo Citocinas produzidas
Polarizadoras

Tyl IL-12 T-bet IFN-v
Ty2 IL-4 GATA3/MAF IL.-4, IL-5, IL-10, IL-13
Tyl7 IL-6/TGF-8 RORYyt /RORX IL-17, IL-21, IL-22
Ty9 IL-4/TGF-p PU-1/1IRF4 IL-9, 1IL-10, IL-21
Ty22 IL-6/TNF RORyt/AHR IL-22
Treg TGF- Foxp3 TGF-B/IL-10
Trl IL-6/IL-27 c-Maf/AHR IL-10
Try IL-6 Bcl-6/IRF4/BATF/MAF IL-21

A resposta Tyl foi inicialmente <considerada o eixo
principal na resposta protetora as micoses, cuja acdo efetora
se deve principalmente a producgdo de citocinas IFN-y, TNF-a e
o Fator de Estimulacéo de Coldnias de Macrdéfagos e
Granuldécitos (GM-CSF). O IFN-y, por sua vez, promoveria a
ativacdo cléssica de macrdédfagos para o perfil M1, cuja
atividades fungicidas, como a maior producdo de espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio, eliminariam eficazmente os
patdbgenos  flungicos. Adicionalmente, o perfil Tyl também
ajudaria na producgdao de anticorpos opsonizantes, que
facilitariam a fagocitose desses agentes. Sua importéncia foi

claramente demonstrada no combate a fungos classicos, como
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A.fumigatus, C.neoformans, Histoplasma capsulatum e C.immitis.
Analogamente, pacientes com perturbagdes no eixo Tyl (e.g.
individuos com mutacdes em IL-12, a citocina envolvida no
comprometimento com este eixo) sd8o mais suscetiveis a tais
infeccgbes [111,1247].

Em contraposigdo ao eixo Tyl, o) perfil Ty2 foi
tradicionalmente relacionado a uma resposta ndo-protetora,
permeando a persisténcia de infecgdes em pacientes crdnicos e
também contribuindo na patogénese de processos alérgicos
contra antigenos fungicos. Os mecanismos de suscetibilidade
associados ao perfil T2 estariam relacionados a ativacéo
alternativa de macrdéfagos (perfil M2) e ao favorecimento de
anticorpos envolvidos em repostas atdépicas como IgA e IgE
[111,124]. Um exemplo cléssico da dicotomia Tyl/Ty2 é ilustrado
na resposta a P.brasiliensis, onde o perfil Tyl é associado a
protecdo e o Tyg2 a suscetibilidade [125]. Ressalte-se, porém,
que essa interpretacdo da resposta dimune ¢é demasiadamente
simplista, e, recentemente, foi sendo observada uma
contribuicdo positiva do eixo Tyg2 ao hospedeiro, como na
infec¢cdo por Pneumocystis murina, na qual este eixo exerce
funcdo protetora [126].

O eixo Tyl7 é direcionado pela acdo das citocinas IL-6,
TGF-$ e IL-13, que promovem a expressdao dos fatores de
transcricdo RORYt e STAT3. A IL-23 também participa do
processo auxiliando na manutencdo do fendtipo Tyl7 [127].

Apesar de seu nome e principais atividades sejam devidas a
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citocina IL-17, as células Tgl7 também sdo fonte expressiva de
IL-22, uma citocina da familia da IL-10 que é reconhecida como
uma componente fundamental na imunidade de mucosas [128].

A IL-17 representa uma familia de seis isoformas (IL-17A-
IL-17F) e cinco subunidades de receptores (IL-17RA-IL-17RE).
As citocinas mais conhecidas, IL-17A e IL-17F, funcionam na
forma de homo- ou heterodimeros (IL-17A-IL-17F) e o receptor
de IL-17 é uma heterocomplexos formado por cadeias IL-17RA e
IL-17RC. Como estas subunidades diferem quando a afinidade por
uma ou outra isoforma, a proporgcdo de cada cadeia no complexo
receptor determina a preferéncia por determinado ligante. Em
termos de sinalizac¢do intracelular, o receptor de IL-17 requer
uma molécula adaptadora, ACT1l, para o recrutamento de TRAF6, o
que promove a ativacdo candbnica de NF-xB, C/EBF e MAPKs [129].

A importéncia das células Tygl7 na imunidade as micoses é
ilustrada pela alta suscetibilidade a infecgdes fungicas
apresentada por pacientes com polimorfismos genéticos nesse
eixo. Assim, mutag¢des nos genes ILI7RA, ILI7RC, ATCl e ILI17F
estao relacionados ao desenvolvimento de candidiase
mucocuténea [130]. As fungdes antifingicas da IL-17 consistem
na inducdo de citocinas inflamatdérias, como IL-6, quimiocinas
recrutadoras de neutréfilos, como CCL20, CXCL1l, CXCL2 e CXCL5,
e de peptideos antimicrobianos, como (-defensinas, em células
epiteliais. Ela também promove a secrecdo de GM-CSF por
células NK na medula éssea, o que potencializa a atividade

microbicida de neutrdfilos [127].
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E importante ressaltar que a IL-17 também pode ser
proveniente de outros tipos celulares além dos linfécitos T.
Grande atencdo ¢é dada, por exemplo, as Células Linfdides
Inatas (ILCs) do tipo 3, que, além da responsividade as
citocinas polarizadoras IL-1p e IL-23, sdo capazes de detectar
PAMPs e tem uma velocidade de respostas muito superior aos
linfécitos cléssicos [131]. Assim, considera-se que muitos dos
efeitos protetores da resposta de IL-17 sejam provenientes da
contribuicdo destas células e ndo tanto das células Tyl7.

As células Tyg9 sdo um recente subtipo de células T
devotadas a secrecgdo de IL-9 (embora ndo sejam fonte exclusiva
da citocina, que pode ser secretada por outras linhagens de
células T auxiliadoras, mastdécitos e células NKT). Exercem um
papel importante na manutencdo de epitélios e mucosas, onde
regulam eventos como secrecdo de muco, deposicdo de colédgeno e
hiperplasia da musculatura lisa (epitélio pulmonar); reparo
tecidual e proliferacdo celular (epitélio intestinal) e o
recrutamento e ativacdo de mastdcitos, basdéfilos e eosindfilos
— ou seja, 1indicando um favorecimento de respostas do tipo 2.
Por causa dessa atividade, a resposta Ty9 ¢é correlacionada a
protecdo contra infecgdes por helmintos [122]. No caso das
micoses, é sugerido que ela possa participar na patologia de
infecg¢cdes por Candida e Aspergillus, apesar de as evidéncias
serem muito preliminares [124].

O perfil Ty22 é igualmente muito recente e estas células T

se caracterizam por secretarem IL-22 independentemente da
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secrecdo de IFN-y e IL-17. A IL-22 também exerce importantes
efeitos nos epitélios, especialmente promovendo a producdo de
proteinas antimicrobianas, como as defensinas, e regulando
processos de proliferacdo celular. Ela também exerce algumas
acdes orgdo-especificas, como no figado, aumentando a producéo
de proteinas de fase aguda por hepatdcitos, e nas articulacgodes,
favorecendo o recrutamento de monbdécitos e sua conversdo em
osteoclastos [132]. Em relacdo as infeccgdes fungicas, a
resposta Ty22 teria um papel protetor, por potencializar os
mecanismos naturais de defesa nos epitélios, atuando, assim,
em conjunto com os eixos Tyl e Tyl7 — principalmente na
manutencdo do balanco entre o hospedeiro e o micobioma nos
intestinos [133].

Os eixos Treg € Trl sdo importantes para contrabalancear a
reposta inflamatdéria, evitando que sua ativacdo excessiva
cause danos em demasia ao hospedeiro. Entretanto existe um
limite ténue entre a contencdo protetora da inflamacdo e a
promocdo de um estado imunossupressor permeadvel a persisténcia
da infeccéo. Dessa forma, assim como existem trabalhos
demostrando os beneficios da imunorregulacdo, como na infeccéo
por C.albicans [134], também hd evidéncia de efeitos negativos,
como na infecg¢do por P.brasiliensis [135]. Logo, o papel
destas células nas infecgdes fungicas ¢é dubio, dependendo de
fatores como tipo de infecdo e resposta do hospedeiro.

As células Trz sdo consideradas auxiliadoras foliculares e

sdo um eixo singular de resposta uma vez que sua principal
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atividade é promover a resposta humoral, mediando a ativacédo e
diferenciacdo de células B. Nado por acaso, elas se localizam
nos o6rgdos linfoides secundarios, nos foliculos de células B,
onde provem sinais co-estimulatdérios gque norteiam a maturacédo
por afinidade dos anticorpos [123].

A resposta humoral era até entdo considerada um elemento
secundario na imunidade aos fungos, principalmente porque
pacientes cronicamente infectados desenvolviam altos niveis de
anticorpos ndo-protetores, ainda que fossem valiosos
marcadores de diagndéstico e seguimento terapéutico. N&o
obstante, sabe-se que os anticorpos gerados contra componentes
da parede celular ou mesmo exoantigenos, principalmente IgG e
IgM, podem ser eficazes na eliminacdo de fungos patogénicos
através de mecanismos cléassicos, como aumento de fagocitose
por opsonizagdo ou lise celular direta wvia ativacdo de
complemento [22]. O advento da tecnologia de anticorpos
monoclonais, permitido o isolamento e produgcdo em larga escala
de 1isotipos especificos e eficientes, tornou concreta a
possibilidade do seu uso terapéutico em infecgdes fungicas,
como demonstrado em modelos de esporotricose [136,137].

Um outro aspecto da imunidade celular que merece mencdo &
a contribuicdo dos 1linfécitos CD8'. Assim como a resposta
humoral, considera-se que as células CD8" exercem um papel
coadjuvante na imunidade as micoses. Além de sua contribuicédo
na produgdo de citocinas como IFN-y e IL-17, elas também

executam importante atividade citotdxica, que pode tanto atuar
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sobre fagdcitos infectados quanto diretamente sobre os fungos
invasores. Assim, uma contribuicdo importante destas células
foi observada na protecdo proporcionada por vacinas contra
fungos intracelulares como H.capsulatum e Blastomyces
dermatitidis [22,138]. Mais recentemente, a ativacdo do perfil
CD8" por um mecanismo TLR3-dependente foi descoberto com um
ramo 1mportante na imunidade protetora contra A.fumigatus
[139], sugerindo que h& muito mais a ser compreendido sobre o

papel destas células nas infecgdes fungicas.

(1iii) Imunologia das Dermatofitoses
A pele é a primeira linha de defesa contra os dermatdfitos,
atuando inicialmente como uma barreira mecdnica. Porém, além
de um obstéaculo fisico, a pele também apresenta queratindcitos,
que produzem citocinas gquimiotaticas como a IL-8, e as células
de Langerhans, gue atuam como APCs. Nesse sentido, 0s
fagdbcitos profissionais também sdo protagonistas no combate
aos dermatdéfitos, capazes de fagocitar e inibir o crescimento
de patdgenos e secretar citocinas e moléculas inflamatdrias
[140]. J& é sabido que neutrdéd6filos e mondcitos sdo capazes de
eliminar dermatdédfitos como T.rubrum e Trichophyton quinckeanum
através da producgdo de ROS [141,142].

Por outro lado, CAMPOS et.al. (2006) observaram que
macr6fagos derivados de camundongos A/J sdo eficazes na

fagocitose dos conidios do fungo, mas ndo em sua eliminacdo
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[143]. O fungo consegue se converter a forma de hifa,
crescendo e matando o macrdéfago. O processo foi associado a
depressdo da expressdo de MHC classe II e moléculas co-
estimulatérias e a producdo das citocinas IL-10 (anti-
inflamatdéria) e TNF-o (pré-inflamatdria).

A importédncia dos fagbcitos na dermatofitose foi
corroborada pelos achados de DE SOUSA et.al. (2015), que
tracaram uma correlacdo entre defeitos na funcdo dessas
células com o desenvolvimento de dermatofitose crbénica
disseminada. Os fagdécitos dos pacientes com esta forma da
doenca sdo menos competentes na fagocitose, na produgdo de
espécies reativas e na secrecdo de citocinas inflamatérias
quando confrontados com T.rubrum [144].

Em relacdo ao reconhecimento imune inato dos dermatdéfitos,
0s principais PRRs associados sdo os TLRs, os NLRs e os CLRs.

Dentre os TLRs, os receptores TLR2 e TLR4 merecem destaque.
Na linhagem de queratindécitos humanos HaCaT foi observado um
aumento na expressdo destes receptores quando as células séo
estimuladas com T.rubrum [145,146] e, de fato, em bidpsias de
pacientes resultados semelhantes foram encontrados [147].
Recentemente, OLIVEIRA et.al. (2015) relataram gque pacientes
com dermatofitose disseminada apresentam redu¢cdo na expressdo
de TLR2, sugerindo dque esse fato pode estar envolvido na
persisténcia e severidade associados a esta forma clinica da

doenca [148].
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A contribuicdo dos CLRs na imunidade aos dermatdédfitos foi
sugerida por SATO et.al. (2006), que relataram o potencial da
dectina-1 e dectina-2 de se ligar a fungos como T.rubrum e
Microsporum audouinii [149]. Trabalhos posteriores com células
HaCaT reforgcaram o papel destes receptores na producgao de
citocinas em resposta a T.rubrum [146,150,151]. Uma possivel
contribuicdo de dectina-1 na reacdo de hipersensibilidade ao
antigeno tricofitina foi descrita por NAKAMURA et.al. (2016)
[152]. Apesar desses achados, ainda ndo foi observada qual a
possivel contribuicdo de dectina-1 e dectina-2 na resposta de
fagbébcitos ou mesmo em sistemas in vivo.

Além destes CLRs, foi observada a participacdo do receptor
DC-SIGN no reconhecimento de dermatdéfitos, como M.canis e
Chrysosporium tropicum [153]. Posteriormente, SANTIAGO et.al.
(2014) demonstraram sua importancia na fagocitose de T.rubrum
por macrbéfagos e células dendriticas humanas [154].

Um outro CLRs que merece ser destacado na resposta aos
dermatdéfitos é o receptor DC-HIL. Apesar de originalmente
associado a sinais inibitdérios em células T, impedindo a
proliferacdo e reativagcdo dos 1linfécitos [155]7, ele foi
posteriormente reconhecido como um receptor de dermatdfitos,
como T.rubrum e M.audouinii, atuando na producgdo de citocinas
e ativacdo de APCs [156].

Curiosamente, foil constatado que pacientes com quadros de
dermatofitose profunda exibem polimorfismos no gene da

proteina CARDY9, a molécula sinalizadora dos CLRs [157,158],
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sugerindo dgque estes receptores exercem um papel essencial no
combate a estes patdgenos.
Em relacdo aos NLRs, dois grupos independentes mostraram
que o 1inflamassomo NLRP3 ¢é ativado pelos dermatdéfitos T.
schoenleinii e M.canis na linhagem monocitica humana THP-1 e ,
no trabalho com M.canis, também no sistema in vivo [68,69],
indicando que o inflamassomo seja ativado em resposta a
diversos dermatdéfitos.
Do ponto de vista da imunidade adaptativa, as
dermatofitoses caracterizam-se por respostas do tipo Tyl, com a

producdo das citocinas IFN-y e 1IL-2, mas cuja intensidade

varia de acordo com o dermatdfito envolvido [7,140]. De forma
geral, espécies antropofilicas induzem respostas menos
intensas [7] devido a duas razdes principais: (i) a natureza

dos antigenos do dermatdéfito (proteinas dos dermatdfitos nédo-
antropofilicos, como M.canis, s&do mais imunogénicas [159]) e o
fato de (ii) dermatdfitos antropofilicos secretarem moléculas
imunomodulatdédrias, tais como mananas de T.rubrum [160].

A importéncia da imunidade <celular se Dbaseia em
evidéncias clinicas, como pacientes soropositivos, gque exibem
uma maior suscetibilidade para desenvolver micoses, inclusive
dermatofitoses, e, em particular, onicomicoses [161,162].
Contudo, mesmo em pacientes imunodeprimidos, infeccdes
disseminadas por dermatdéfitos s&o incomuns ainda gque existam
relatos de colonizacdo de linfonodos, ossos, baco e figado

[161].
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Apesar de também haver a producdo de anticorpos em
pacientes com dermatofitose, a resposta humoral ndo é capaz de
promover protecdo. As principails imunoglobulinas envolvidas
sdo IgG4d e IgE, esta Ultima associada a reagdes de
hipersensibilidade observada em pacientes com dermatofitose

crbnica [140].
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CONCLUSOES
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L X4

L)

L)

L)

L)

T.rubrum é capaz de promover a ativacdo do inflamassomo
NLRP3 pela via das catepsinas, promovendo a secrecdo de
IL-1B. A sinalizacédo de IL-1 é importante na promocdo de

uma resposta IL-17 na infeccdo experimental;

Os receptores dectina-1 e dectina-2 sdo essenciais na
producdo de citocinas inflamatérias em resposta a
T.rubrum. Eles sd8o ainda fundamentais na resolucdo da

infeccdo experimental;

A resposta de IL-17 ndo é necessaria no controle da
infeccéo experimental. Igualmente dispenséavel é a
contribuicdo de linfécitos T e B, sugerindo que a
imunidade inata é a forca motriz no combate ao

dermatdfito;

CLECIA ¢é um novo receptor envolvida na resposta a
T.rubrum, envolvido no reconhecimento de glicolipideos.
Embora ndo seja necessario no controle da carga fungica

na, ele auxilia na modulacdo da resposta de IL-17;

Vimentina e Plastina-2 sdo duas proteinas potencialmente
envolvidas na interacdo macréfago-hospedeiro, podendo ser

importantes no contexto da infecg¢do in vivo.
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