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Resumo

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica de natureza profunda que afeta
preferencialmente o tecido pulmonar podendo disseminar via linfo-hematogénica
para outros orgaos e tecidos, sendo causada principalmente pelo Paracoccidioides
brasiliensis, fungo que apresenta dimorfismo térmico. O sistema imune inato
mediado por macréfagos € extremamente importante para o controle de infeccdes e
esta envolvido na inducéo e regulagé@o da resposta imune/inflamatoéria. Estas células
sdo capazes de reconhecer patégenos por meio de receptores de reconhecimento
de padrées (PRRs), tais como receptores Toll-like (TLR). Além desses PRRs,
recentemente, demonstrou-se a importancia da via de sinalizacdo Notch no sistema
imune inato e na regulacdo da atividade dos macrofagos. Nossos dados
demonstram que a cepa Pb18 do P. brasiliensis é capaz de ativar o receptor Notchl
em macrofagos J774. A ativacdo desse receptor concomitante com a ativacdo de
TLR 4 (via LPS) induz a producédo de IL-6, e apresenta elevada carga fungica e
menor fagocitose, o que favorece a patogenia. Ao utilizarmos um inibidor
farmacoldgico da y-secretase (DAPT) para inibir a ativagdo do receptor Notchl em
macrofagos, € possivel observar diminuicdo da carga fangica, diminuicdo de IL-6,
aumento de TNF-a e aumento da fagocitose. Entretanto, a auséncia do receptor TLR
4 em macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos TLR 47, na
presenca de DAPT, percebe-se diminuicdo da capacidade fagocitica desses
macrofagos e também diminuicdo da carga fangica, evidenciando a relacdo entre
TLR 4 e Notchl. Em adigdo, realizamos um tratamento em camundongos BALB/c
com DAPT previamente a infeccdo com Pb18. Nossos resultados evidenciaram que
animais com este tratamento apresentaram diminuicdo da carga fungica dos
pulmdes, diminuicdo de IL-6, ativacdo de macréfagos e aumento de IgG, apds 45
dias de infeccao, indicando um perfil de cura desses animais. O mesmo tratamento
foi realizado em camundongos BALB/c NUDE, seguido da infeccdo com Pb18.
Nestes animais, verificamos que ha maior produgéo de citocinas pro-inflamatorias no
pulmao, aumento de células CD19" e a carga fungica dos animais tratados manteve-
se similar ao dos animais nao tratados, indicando que o perfil protetor observado em
animais com DAPT é dependente da resposta das células T. Juntos, esses
resultados evidenciam que o Pbl8 é capaz de ativar o receptor Notchl em
macrofagos e utiliza a via de sinalizagdo Notch-TLR 4 como um possivel mecanismo
de escape, podendo fornecer uma nova abordagem de estudo da imunidade
envolvida na paracoccidioidomicose experimental.

Palavras Chave: Paracoccidioidomicose, Paracoccidioides brasiliensis, Macréfagos,
Notch, TLR 4, DAPT.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis of deep nature that primarily affects
the lung and can spread via lymphatic and hematogenous to other organs and
tissues. It is mainly caused by Paracoccidioides brasiliensis fungus which exhibit
thermal dimorphism. The innate immune system mediated by macrophages is
extremely important for the control of infection and is involved in the induction and
regulation of immune/inflammatory response. These cells are able to recognize
pathogens through pattern recognition receptors (PRRs) such as Toll-like receptors
(TLR). Beyond these PRRs, the importance of Notch signaling has recently been
demonstrated in the innate immune system and the regulation of macrophage
activity. Our data demonstrate that the Pb18 strain of P. brasiliensis is able to
activate the Notchl receptor in J774 macrophages. Activation of this receptor with
also activation of TLR 4 (via LPS) induces IL-6 production, induces phagocytosis and
decreases fungal burden, which favors the pathogenesis. By using a y-secretase
pharmacological inhibitor (DAPT) for inhibiting the activation of Notchl receptor on
macrophages, it is possible to observe decreased fungal burden, less production of
IL-6, and increased TNF-a and phagocytosis. However, due to the absence of TLR 4
receptor in bone marrow derived macrophages from TLR 47 mice, these
macrophages showed decreased phagocytic ability and also reduced fungal burden
in the presence of DAPT, showing a relationship between TLR 4 and Notchl. In
addition, we made a treatment with DAPT in BALB/c mice prior to infection with
Pb18. And our results showed that DAPT-treated animals exhibited a decrease of
fungal burden in the lungs, and a decrease of IL-6. Furthermore, we observed an
increase of IgG after 45 days of infection, indicating probably a healing of these
animals. Same treatment was made in BALB/c NUDE mice, followed by infection with
Pb18. In these animals, we observed an increased production of proinflammatory
cytokines in the lung and increased CD19" cells, but fungal burden was similar in
both group (treated and untreated), which indicates that treatment with DAPT is
dependent on T cell response. Taken together, these results showed that Pb18 is
able to activate the Notch 1 receptor on macrophages and uses the Notch-TLR 4
signaling pathway as a possible escape mechanism, and may provide a new
immunity study approach in experimental paracoccidioidomycosis.

Key Words: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis, Macrophages,
Notch, TLR 4, DAPT.
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TRAM : Toll like receptor 4 adaptor protein (proteina adaptadora do receptor Toll like 4)
TRAF : fator associado ao receptor de TNF

TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g (molécula adaptadora que induz

interferon - B)



V : voltagem

VEGFRL1 : Vascular endothelial growth factor receptor 1 (receptor 1 de fator de crescimento
do endotélio vascular)

U : unidades

UV : ultravioleta

UFC : Unidades formadoras de colbnias
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1. Introducéo

O aumento da incidéncia de infec¢des fungicas é considerado um grave problema de
saude no mundo inteiro. Apesar dos estudos sobre os fungos responsaveis por essas
micoses terem aumentado consideravelmente, sobretudo devido as infec¢cdes oportunistas
gue acometem pacientes imunodeprimidos, existe uma enorme lacuna sobre os

mecanismos de reconhecimento, evasao e regulacdo dessas infeccbes fungicas.

Com o passar dos anos, a doengas fangicas apresentaram um aumento na sua
prevaléncia. Infec¢des respiratorias fungicas importantes na clinica médica, se iniciam com
a inalacdo de propagulos infecciosos fungicos, os quais sdo controlados pelo sistema imune
de individuos imunocompetentes, que entdo ndo desenvolvem a doencga. Entretanto,
diversos fungos patogénicos, como Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis podem ser potencialmente fatais
em individuos imunocomprometidos, incluindo soropositivos ou com terapias
imunossupressivas (PARK & MEHRAD, 2009; POWDERLY, 1993; SAAG, et al., 2000; VAN
DER HORST, et al.,, 1997; HUSAIN, et al., 2001). Dessa forma, a habilidade do sistema
imunolégico do hospedeiro de erradicar ou limitar o crescimento de fungos patogénicos nos
pulmdes é extremamente vital e importante (WAGER & WORMLEY, 2014).

Micoses sistémicas consistem em infec¢cbes causadas por fungos patogénicos ou
fungos com patogenicidade intrinseca pequena, que acaba sendo aumentada em pacientes
imunocomprometidos, permitindo o estabelecimento da doenca. Nas infeccbes respiratérias,
0 trato respiratorio é o primeiro sitio de entrada, conduzindo a infecc¢ao inicial nos pulmdes; o
fungo, entdo, é capaz de disseminar via linfo-hematogénica para outros 6rgaos. Essas
doencas tém uma distribuicdo geografica restrita devido a ocorréncia geografica limitada dos
agentes etiolégicos. Apos penetrar no corpo humano, o fungo geralmente ativa o sistema de
defesa; temos assim, a infeccdo sem a doenca, o que normalmente ocorre nha
coccidioidomicose, histoplasmose, criptococose e paracoccidioidomicose. Nestas condicdes,
a infeccdo é totalmente silenciosa ou apresenta discretos sintomas, como febre, com ou
sem noOdulos; o estado infeccioso é detectado apenas por testes intradérmicos positivos
utilizando os antigenos dos fungos. As vezes observa-se o desenvolvimento da doenca
nesses individuos no decorrer dos anos apds a infeccao, devido a diminuicdo da resposta
imune. Este evento ocorre apos a exposi¢do ao fungo, quando o paciente ndo vive mais nas

areas endémicas, o que mascara o diagnostico (RIVITTI & AOKI, 1999).

Inicialmente a paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita na cidade de S&o Paulo no
Brasil em 1908, por Adolf Lutz (1855-1940), o qual publicou suas observacdes na revista

“Brasil Médico”, afirmando ter obtido o cultivo do parasita a partir de lesdes ocorridas em
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individuos infectados. Ap6s a descoberta da doenca, iniciaram-se inUmeros registros de

casos e tentativas de isolamento do fungo para a sua caracterizacéo (LACAZ, 1982).

De 1908 até 1915, Alfonso Splendore estudou casos da PCM, caracterizando melhor
as células fungicas e sugerindo 0 nome Zymonema brasiliensis ao agente etiolégico da
paracoccidioidomicose em 1912 (LACAZ, 1994). A doenca passou entdo a ser denominada
“blastomicose brasileira” e logo apds, “blastomicose sul-americana”, devido aos casos
observados em outros paises da América do Sul. Outros nomes foram criados como
granulomatose blastomicéide neotropical, granuloma paracoccidididico, adenomicose,
doenca de Lutz (LACAZ et al., 1991). Em 1930, o médico Floriano Paulo de Almeida criou
um novo género dentro do Reino Fungi — Paracoccidioides, revalidando a espécie
brasiliensis criada anteriormente por Splendore. A partir de 1930, os estudos sobre a
paracoccidioidomicose se intensificaram, devido a vérios fatores como os avancos da
imunologia, o aparecimento de drogas para o tratamento da doenca, descoberta do
dimorfismo do fungo que passou a ser analisado também pela microscopia eletrbnica —
possibilitando melhor compreensdo de sua biologia celular (LACAZ, 1994). O termo
paracoccidioidomicose foi instituido em 1971 na reunido de micologistas das Américas em
Medellin (Colédmbia) e persiste, até hoje, como nomenclatura oficial (VALLE & COSTA,
2001).

Duas espécies sdo consideradas agentes etiolégicos da paracoccidioidomicose:
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. Ambos sdo fungos dimérficos que
sofrem uma transicdo da forma miceliana para a forma de levedura quando se encontra a 37
°C in vitro e em tecidos infectados (TEIXEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2013). O
processo de interconversao entre essas formas pode ser controlado in vitro por alteracdo da
temperatura de incubacdo (SAN BLAS, 1993; SAN BLAS et al., 2002), sendo esta definida
como uma condicdo essencial para induzir o dimorfismo (RESTREPO & JIMENEZ, 1980;
SAN BLAS & SAN BLAS, 1985). Em meio minimo, fatores nutricionais como a presenca de
cisteina (enxofre organico) e compostos sulfidricos (B-mercaptoetanol) também sé&o
importantes durante o processo de transicdo dimorfica (MEDOFF et al., 1987). Essas
caracteristicas tornam esses fungos excelentes modelos para abordagem molecular do

processo de diferenciagéo celular de fungos dimorficos.
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Figura 1. Célula leveduriforme do isolado P. brasiliensis Pb18. A) Células da levedura com mdltiplos
brotamentos observadas no microscépio de luz; B Hifa do Pb18 com conideo em formacdo. C) Célula da
levedura com multiplos brotamentos observada por microscopia eletrénica; D) Aparéncia de “roda de leme” da
levedura do P. brasiliensis isolado Pb18 proveniente de cultura a 37 °C, observada por microscopia com azul de
lactofenol (Adaptado de: CANO et al., 2012; BOCCA et al., 2013).

A forma miceliana apresenta uma organizacao pluricelular formada por filamentos de
células cilindricas com ramificagdes, que sdo denominadas hifas. Estas por sua vez s&o
multicelulares, finas e septadas, podendo ter esporos terminais ou intercalares. As células
de levedura sdo multinucleadas, arredondadas e exibem multiplos brotamentos que
conferem ao fungo uma estrutura tipica usada inclusive para diagnostico, denominada por
Furtado e colaboradores (1967) de “roda de leme” (Figura 1). As mudancas morfologicas
gue acontecem na transformagdo de levedura para micélio sdo acompanhadas pelo
alongamento dos brotamentos da levedura, desenvolvendo uma hifa (SAN BLAS, 1985;
SAN BLAS & SAN BLAS, 1985; SAN BLAS et al., 2002). Segundo Bocca e colaboradores

(2013), a posicéo sistematica do Paracoccidioides é:

Reino Fungi

Filo ou Divisdo Eumycota
Subdivisao Deuteromycotina
Classe Hyphomycetes
Ordem Onygenales
Familia Ajellomycetaceae
Género Paracoccidioides
Espécie brasiliensis/lutzii
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A distribuicdo geogréafica esta relacionada com o clima. A maioria dos casos ocorre
em lugares com vegetacdes tropicais e subtropicais, onde existe solo acido, temperaturas
entre 12 e 30 °C, altitudes variando entre 150 e 2000 m, e indice pluviométrico entre 1000 e
4000 mm/ano (ALMEIDA, 1930; RIVITTI & AOKI, 1999). A PCM ¢ considerada uma micose
restrita ao continente americano, sendo circunscrita aos paises latino-americanos (GREER
& RESTREPO, 1977), onde se distribue de forma heterogénea mesmo nas areas
consideradas endémicas (WANKE & LONDERO, 1994). A PCM ocorre na maioria dos
paises Latinos Americanos, com maior incidéncia no Brasil, Venezuela, Colbmbia e
Argentina (BRUMMER et al., 1993). E uma doenca endémica que percorre desde o México
até a Argentina, sendo que 80% dos pacientes diagnosticados sdo encontrados no Brasil
(BUENDO, et al., 2016).

A PCM causa significante impacto socioeconbmico nos paises latino-americanos,
pois afeta trabalhadores rurais no periodo produtivo da vida (DEL NEGRO et al., 2000).
Individuos que exercem atividades agricolas constituem a maior fracdo dos pacientes com a
micose ativa, mas a infeccdo, que era praticamente rural, vem atingindo zonas urbanas,
especialmente nas rotas usadas por trabalhadores migrantes entre zona rural e urbana.
Assim, pode atingir todas as profissées, mesmo em individuos que nunca sairam dos
grandes centros (LACAZ, 1991; RESTREPO, 1985; McEWEN, et al., 1995). O tratamento &
geralmente longo e dificil, sendo necesséaria hospitalizacdo dos pacientes, além de ser
considerado de alto custo. Sequelas também sdo comuns, causando frequentemente
disfunc@o pulmonar, sérias deformacdes dermatoldgicas e outras disfun¢cdes (FRANCO et
al., 1994). A importdncia da PCM na saude publica deve-se aos custos sociais e
econdmicos decorrentes ndo apenas da doenca em atividade, que afeta individuos em fase
produtiva, como também das frequentes sequelas secundarias a essa micose, motivo

comum de incapacitacdo para o trabalho.

Os trabalhadores rurais sdo os mais atingidos, principalmente aqueles que trabalham
com atividades relacionadas ao solo e a agricultura (RESTREPO, 1985). No Uruguai a
micose é reconhecida como uma doencga tipicamente ocupacional, ocorrendo apenas em
madeireiros (CONTI-DIAZ et al., 1989; WANKE & AIDE, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

Blotta e colaboradores (1999) demonstraram que o Brasil € o pais onde se registra o
maior nimero de casos da PCM, com estimativa da incidéncia anual de 1 a 3 casos por
100.000 habitantes e mortalidade de 0,14:100.000 habitantes (LAZERA et al., 1998). No
Brasil ha incidéncia da doenga em varios estados, somando 80% dos casos conhecidos e
sendo a maioria descrita no Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais. Embora acreditasse que

a PCM era rara na Amazobnia, testes realizados no Para (1988) e Ronddnia (1994)
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mostraram alta prevaléncia de infecgdo nessa regido, demonstrando que a mesma poderia
vir a ser uma importante zona endémica. Simultaneamente, verificou-se o crescimento do
numero de pacientes diagnosticados com PCM na ultima década no Hospital de Doencas
Infecto Contagiosas (HDIC), em Teresina, Piaui. Em dezembro de 1994, 115 casos de PCM
foram diagnosticados no HDIC, incluindo a Amazbdnia como zona endémica para esta
micose. A ruralizagdo, o desmatamento e o revolvimento do solo em regifes onde o fungo é
nativo seriam as causas do aumento de casos de PCM em determinadas regides (WANKE,
1999).

A PCM que ocorre nos estados do Para, Maranhdo e Tocantins colonizados nas
Gltimas décadas, apresenta uma peculiaridade interessante: a alta prevaléncia dos casos
registrados em criangas, comparecendo em percentuais duas a trés vezes maiores do que
os observados em outras regides endémicas do pais. Isso ocorre devido as atividades das
criancas em areas limitadas e permanéncia duradoura das familias em tais regibes
(FONSECA et al., 1999).

O Brasil é considerado centro endémico, representando 80% dos casos relatados,
sendo os estados de Sdo Paulo, Goias, Minas Gerais e Mato Grosso os mais afetados.
Acometendo principalmente a populacao rural, a PCM ¢é a oitava causa de morte no Brasil
considerando-se as doencas infecciosas e parasitarias predominantemente crdnicas. No
Parana, onde é diagnosticada em quase todo o estado, corresponde a quinta causa de
Obitos por doenca dessa natureza e € onde esta registrada a maior taxa de mortalidade por
PCM do Sul e Sudeste (COUTINHO et al., 2002). Em areas classificadas como altamente
endémicas, a razdo de incidéncia anual da PCM é estimada em 3/100.000 habitantes
(RESTREPO et al.,, 2001). Dentre todas as micoses, a PCM € a micose sistémica mais
prevalente na América Latina, com a maior taxa de mortalidade dentre as micoses
sistémicas no Brasil (PRADO, et al., 2009).

As maiores taxas de mortalidade por 1.000.000 habitantes no Brasil sdo verificadas
no Sul (2,59) e Centro-Oeste (2,35), seguidas, em ordem decrescente, pelo Sudeste (1,81),
Norte (1,06) e Nordeste (0,20). As taxas mais elevadas sdo encontradas nos estados do
Mato Grosso do Sul (4,39), Rondbnia (3,65), Parana (3,52) e Mato Grosso (3,22)
(COUTINHO et al., 2002; BITTENCOURT et al., 2005).

A inexisténcia de uma notificagcdo compulséria dos casos de paracoccidioidomicose
impede a existéncia de dados precisos sobre a gravidade da doenca no Brasil. As
informac8es disponiveis baseiam-se em relatos de inquéritos e de séries de casos. Testes
de sensibilidade intradérmica com paracoccidioidina mostram niveis de cerca de 10% da

populacdo dos paises mais afetados, enquanto dados estimam que a incidéncia anual em
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areas endémicas chegue a trés novos casos para cada 100.000 habitantes. (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006; COUTINHO et al.,, 2002; FAVA & FAVA-NETTO, 1998; WANKE &
LONDERO, 1994).

Em casos graves, a letalidade é estimada entre 2 e 23%, alcancando 30% se
associado a AIDS. Pela quantidade de morte prematura que provoca, principalmente em
segmentos sociais especificos como os trabalhadores rurais, a PCM representa um grave
problema de saude publica no Brasil. Entre 1985 e 2005, ocorreram 1950 6bitos no estado
de Sé&o Paulo, nos quais a PCM foi a causa da morte (SANTO, 2008).

Embora a rota de infeccéo ja tenha sido estabelecida (inalacdo de propagulos do
fungo via trato respiratorio), o habitat do fungo continua sendo investigado. O P. brasiliensis
no solo se apresenta como um micélio saprofito e a matéria organica em decomposicao
fornece os nutrientes necesséarios. Quando os propagulos infecciosos sao inalados, séo
depositados nos pulmdes humanos e o fungo passa para a forma de levedura devido a

temperatura corporal, estabelecendo a doenca (THEODORO et al., 2012).

O habitat natural e a ecologia do P. brasiliensis ainda ndo se encontram definidos.
Sabe-se que tais fungos dimorficos vivem saprofiticamente em solos Umidos e detritos
vegetais (NEVES, 1983; SOUTO et al., 2000). Locais ricos em proteinas e com variacdes
minimas na temperatura o fungo cresce como micélio, produzindo conidios compativeis com
a dispersao aérea, e, uma vez inalados, penetram pelas vias respiratorias alojando-se nos
alvéolos pulmonares (BORELLI, 1972). Sabe-se que o isolamento do P. brasiliensis do solo
ou de vegetais é dificil; qguando bem sucedido, o re-isolamento na mesma regiao torna-se
ainda mais raro (FRANCO et al, 2000). No entanto, poucas sdo as tentativas bem
sucedidas desse procedimento. Acredita-se que as presencas de fungicidas, herbicidas e
inseticidas no solo das planta¢des interfiram no isolamento do fungo (SILVA-VERGARA et
al,, 1998). Em 1986, o P. brasiliensis foi isolado a partir de visceras do tatu Dasypus
novemcinctus (NAIFF et al, 1986). A partir desse momento, foram realizados varios
isolamentos do fungo a partir desta espécie de tatu em varias regides endémicas do Brasil
(MARQUES DA SILVA et al., 2003).

O fungo foi isolado de tecidos de figado, baco e pulméo de tatus (Dasypus
novemcinctus) capturados em uma regido de densa floresta tropical no Para (NAIFF et al.,
1986). J& Bagagli e colaboradores (1998) relataram elevada incidéncia de PCM em tatus da
mesma espécie em areas endémicas de Botucatu. O mesmo também foi demonstrado em
Ibia — Minas Gerais (VERGARA & MARTINEZ, 1999). Estes dados evidenciam que tatus
dessa espécie sdo reservatorios naturais e hospedeiros silvestres do fungo. Borelli, em

1963, criou o termo reservarea para indicar o local exato onde o fungo vive, sendo que
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guatorze reservareas foram determinadas no Brasil (RESTREPO et al., 2001), localizadas
no Para, Rondb6nia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Parand, visto que apresentam verdes

guentes e chuvosos e invernos frios e secos.

A doenca € mais frequente em individuos do sexo masculino (80-90%) com idade
entre 30 e 60 anos, afetando principalmente trabalhadores do meio rural e individuos
imunocomprometidos. Em individuos do sexo feminino e em criangas a incidéncia € menor,
chegando a uma taxa de homem:mulher de 78:1 casos (RESTREPO et al.,, 1984). Esta
diferenca parece estar relacionada a variacdes no perfil hormonal homem/mulher (LOOSE et
al., 1983). Nicol e colaboradores, em 1965, relataram uma das primeiras observa¢cfes de
gue as mulheres seriam menos suscetiveis a PCM que os homens, provavelmente devido a
fatores hormonais. Salazar e colaboradores (1988), em um estudo in vitro demonstraram
gue a administracdo de quantidades de estradiol acima das concentracdes fisioldgicas inibe
a transformacéo de conidios em leveduras, ou seja, a forma infectante na forma parasitaria.
Stover e colaboradores (1986) descreveram a existéncia de uma proteina do citoplasma do
fungo, em ambas as fases de desenvolvimento, que se liga ao estrogénio, podendo ser
considerada um provavel receptor desse horménio. Restrepo e colaboradores (1984)
mostraram que o hormdnio feminino B-estradiol inibe a transicdo de micélio para levedura in
vitro, sugerindo um papel protetor desse hormoénio. Aristizabal e colaboradores (1998 e
2002) infectaram camundongos machos e fémeas com P. brasiliensis e mostraram que em
camundongos fémeas e em machos tratados com f-estradiol a transicdo de micélio para
levedura ndo ocorria. Estes resultados reforgam o papel do estradiol na resisténcia das

fémeas a infeccao.

O diagnéstico da PCM é realizado por meio de métodos diretos e indiretos
(diagndstico sorolégico). Os métodos diretos incluem exames microscépicos de espécimes
biolégicos do paciente (pus, escarro, bidpsia), exames histopatoldgicos e cultivo em meio de
cultura préprio para isolamento do agente e inoculagcdo em animais de experimentagao.
Quando érgdos internos sdo atingidos, os testes soroldgicos tém especial valor, sendo o
mais utilizado a imunodifusdo em gel de &gar. Esses testes revelam a existéncia do
microrganismo antes mesmo dos exames de cultura e histopatolégico e sdo de amplo uso

na confirmacéo da doenca.

O tratamento da doenca é normalmente prolongado, podendo durar até cinco anos.
Atualmente, é feito a base de sulfas e/ou drogas antifungicas, seguido de acompanhamento
pos-terapéutico. As drogas frequentemente utilizadas s&o itraconazol, cetoconazol,
sulfametoxazol, trimetroprim e anfotericina B, que apresentam eficiéncia significativa, mas
severos efeitos colaterais. O sucesso da terapia depende tanto do antifingico utilizado como

do grau de disseminagéo das lesfes e da capacidade imunoldgica do paciente. A regressao

............................................................................................................................................... Introdugdo



34

das alteragBes clinicas € observada entre um e seis meses ap0s o inicio do tratamento.
Entretanto, a erradicacdo do fungo nos tecidos é demorada e os doentes devem ser
periodicamente examinados por meio de exames clinicos e complementares para avaliar se
ocorreu ou ndo a regresséo dos sintomas e desaparecimento das lesdes ativas (PALMEIRO
et al., 2005).

A PCM é adquirida pela inalagdo de esporos e ndo é transmitida de pessoa a
pessoa, pois a temperatura corporal o fungo estd na forma de levedura (RESTREPO-
MORENO, 1993; Da SILVA et al.,, 2000; SOUTO et al., 2000). No hospedeiro, os esporos
transformam-se em leveduras e passam a multiplicar-se por brotamento multiplo. O fungo na
sua forma de levedura pode ser eliminado por células do sistema imune ou disseminar-se
para os tecidos por vias linfaticas e, principalmente, hematogénicas, ocasionando a doenca
gue pode progredir até a morte. O sitio de infeccéo priméaria da PCM, o qual as vezes nao é
aparente, € o pulmao. Depois de instalado, o P. brasiliensis causa uma benigna e transiente
infeccdo pulmonar ou oral em individuos normais. A infeccdo primaria é quase sempre
subclinica em individuos com o sistema imune normal. Se o hospedeiro torna-se
imunodeprimido, uma reativacdo tardia subsequente resulta em infeccdo cronica dos
pulmdes ou outros 6rgdos, especialmente o tecido mucoso e cutaneo, os linfonodos, as

adrenais e o sistema nervoso central (ALMEIDA, 2005).

A presenca de febre é irregular e em geral pouco intensa. Seu surgimento pode ser
decorrente de co-infeccbes bacterianas, tais como Mycobacterium tuberculosis ou outros
microrganismos comuns. No pulm&o o P. brasiliensis da origem a manifestagées clinicas de
maneira muito insidiosa, compreendendo tosse seca, posteriormente produtiva, e dispnéia
aos esforcos. As lesGes da mucosa oral resultam de disseminacdo hematogénica a partir de
um foco primario pulmonar. Na boca, nota-se uma estomatite moriforme, geralmente
acompanhada por um conjunto de sinais e sintomas que incluem sialorréia, sangramento,
abaulamento dentério e dor. LesBes de palato mole e faringe causam odinofagia que levam
ao emagrecimento e a piora do estado geral do paciente. O acometimento da laringe e das

cordas vocais ocasiona diversos graus de disfonia, ou mesmo afonia (TELLES, 2005).

Apoés atingir os pulmdes, o fungo é entdo drenado para os linfonodos regionais,
estabelecendo uma leséo linfatica satélite. As lesdes de inoculacdo e linfatica regional

formam o chamado “complexo primario” que pode:
1) regredir, com a destruicdo do fungo e formacéo de cicatrizes estéreis;

2) regredir com permanéncia de fungos viaveis no interior das cicatrizes, formando focos

guiescentes;
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3) progredir, determinando o aparecimento de sinais e sintomas, caracterizando a
paracoccidioidomicose-doenca (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; MONTENEGRO &
FRANCO, 1994; BRUMMER et al., 1993; SEVERO et al., 1979).

A PCM apresenta-se sob duas formas clinicas diferentes, a infeccdo e a doenca.
Quando ocorre a infeccdo, esta € assintomatica e ocorre frequentemente em individuos
saudaveis que residem (ou residiram) em areas endémicas e que possuem reatividade ao
teste de pele com paracoccioidina (RESTREPO-MORENO, 1993). Também s&o incluidos

nesta forma clinica os individuos com les@es residuais inativas que contém P. brasiliensis.

Entretanto, a PCM doenca é sintomatica e, dependendo do seu curso, se divide em

dois grupos - aguda ou crénica:

(&) A forma aguda ou subaguda (juvenil) representa cerca de 3 a 5% dos casos e
se caracteriza por pequenos periodos de incubacado do fungo (semanas a meses), e por ser
mais grave, com rapida disseminacdo para 6érgados do sistema reticulo endotelial (baco,
figado, linfonodos e medula 6ssea) apresentando multiplas lesdes (multifocal). Ocorre em
criangas e adultos jovens de ambos os sexos. Os pacientes em geral apresentam depressao
da resposta imune celular e aumento na producao de anticorpos especificos. Os achados
histopatolégicos demonstram a presenca de processo inflamatério inespecifico, com
granulomas pouco organizados contendo numerosos fungos. As manifestagbes clinicas
compreendem adenomegalia, hepatoesplenomegalia e eventual disfuncédo de medula 6ssea,
simulando doencas linfoproliferativas, com comprometimento sistémico agudo, febre e
anorexia (FRANCO et al., 1987; RESTREPO-MORENO,1993; BRUMMER et al., 1993).

(b) A forma crbnica (adulto), com cerca de 90% dos casos, apresenta um curso
lento (meses a anos) e ocorre com maior frequéncia em pacientes do sexo masculino com
idade superior a 30 anos. Afeta, primeiramente, os pulmdes (unifocal), levando a significante
morbidade. Posteriormente, a doen¢a pode disseminar para outros 6Orgdos e tecidos
(multifocal), formando lesGes secundarias nas membranas mucosas, pele, linfonodos e
glandulas adrenais (FRANCO et al., 1987; LONDERO & RAMOS, 1990).

Apoés atingir os pulmdes, o fungo pode disseminar-se via linfo-hematogénica,
atingindo, com maior frequéncia, os linfonodos, mucosas, pele, glandula supra renais, e
ainda, com menor frequéncia, a medula 6ssea, baco, figado e o sistema nervoso central e
outros 6rgdos (BERBERT et al., 2007; BORGES-WALMSLEY et al., 2002; MONTENEGRO
& FRANCO, 2004). Em qualquer fase, histopatologicamente, a doenca segue um padréo
gque €& comum as micoses profundas, tendo inicio por um fluxo de leucécitos
polimorfonucleares (neutréfilos) em reposta a presenca do microrganismo. Da degranulacéo

dessas células, que pode ser disparada por tentativas frustradas de fagocitar o fungo, ou por
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atividades citotoxicas, forma-se um microabscesso bem delimitado. Em sequéncia, se os
neutrofilos falham em destruir as células flngicas, fagocitos mononucleares (macréfagos)
chegam até a area de infeccdo e envolvem a zona supurativa central, engolfando os
microrganismos e restos celulares. Nessa etapa, macrdfagos ativados acumulam-se de
forma coesa, adquirindo uma morfologia peculiar que caracteriza como “células epiteldides”.
A presenca de macrofagos ativados epiteldides em conjunto com a presenca de linfécitos
gue regulam a resposta imune, e ainda com fibroblastos atraidos para a regido de agresséo
e em seguida ativados por mediadores especificos, caracteriza entdo a formacdo de
granulomas (KAMINAGAKURA et al., 2007; BRITO E FRANCO, 1994; MONTENEGRO &
FRANCO, 1994). Essa resposta adaptativa celular é usualmente eficaz na contencdo da
infeccdo, conforme observado pelo contraste entre a frequéncia de positividade para
paracoccidioidina e o numero de doentes. Os granulomas sdo usualmente bem formados e
densos nos pacientes com formas menos agressivas da doenga (KAMINAGAKURA et al.,
2007; CALICH & KASHINO, 1998). O macréfago € a principal célula integrante do
granuloma apresentando atividades microbicidas e de apresentagdo de antigeno, além de

juntamente com os linfécitos T, produzir citocinas.

A reacdo granulomatosa que ocorre na PCM humana e experimental representa a
resposta mais especializada e eficiente do tecido hospedeiro na tentativa de bloquear e

conter o fungo, prevenindo a multiplicacdo e disseminar em outros 6rgéos e tecidos.

A PCM depende da interagdo entre o fungo e a resposta imune do hospedeiro para
evoluir para a cura espontanea ou disseminar-se pelo organismo causando uma doenca
granulomatosa cronica. De maneira geral, aspectos da imunidade celular em pacientes com
a forma cronica da PCM apontam para uma hiporresponsividade cutanea e queda na
relagdo de linfécitos T CD4/CD8" nas lesbes. Também foi demonstrado que linfocitos T de
pacientes produzem niveis baixos de IL-2, IL-12 e IFN-y, associados com producdo
aumentada de IL-4 e IL-10 (BERNARD & FRANCO, 2001).

Na PCM, a imunidade inata e especifica sdo mecanismos utilizados pelo hospedeiro
no combate ao P. brasiliensis, sendo que a imunidade celular é a principal defesa contra o
fungo (CANO et al., 1998; SOUTO et al., 2000; DINIZ et al., 2004; BOZZI et al., 2004; BOZZI
et al, 2006). Na imunidade inata, os fagoécitos tém importante papel na defesa dos
hospedeiros, uma vez que P. brasiliensis € um micro-organismo intracelular facultativo
(RESTREPO-MORENO, 1993; CALVI et al., 2003). Demonstrou-se in vitro que esse fungo é
fagocitado por macréfagos que apresentam efeitos fungicidas para o mesmo sendo
necessarios para sua eliminacdo (POPI et al.,, 2002). Em células humanas, macrofagos
tratados com |IFN-y recombinante ou com citocinas de sobrenadante de células

mononucleares estimuladas com concanavalina A restringiram a replicacdo do fungo, mas
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perderam a atividade fungicida (CALVI et al., 2003). Para uma eliminacéo efetiva do fungo
por mondcitos, é necessario um sinal de ativacao inicial induzido pelo IFN-y para estimular
as células a produzirem TNF-a. que podera estar envolvido, por meio de uma via autécrina,
na fase final do processo de ativacdo (CALVI et al., 2003). Além disso, o IFN-y ativa os
macréfagos para produzirem oOxido nitrico (NO), o qual inibe a transformacdo de P.
brasiliensis de conidio para levedura (GONZALEZ et al., 2000).

Muitas pessoas sdo expostas ao fungo, mas apenas um pequeno numero
desenvolve os sintomas clinicos, sugerindo que ambos os sistemas (inato e adaptativo) séo
importantes no controle do fungo (MUSATTI et al., 1994). A imunidade mediada por células
€ geralmente mais significativa que a imunidade humoral, e macréfagos sao importantes na
defesa. Essa importancia ja foi retratada em sistemas murinos, pois a ingestéo de leveduras
do fungo permite que as mesmas multipliquem-se no interior de macréfagos peritoneais e
alveolares (BRUMMER et al., 1989). Além disso, a imunidade mediada por células é um
fator mais significante que a imunidade humoral, e a ativacdo de macréfagos parece
promover a mais importante linha de defesa. Considerando a patogénese da
paracoccidioidomicose, 0s estagios iniciais sdo extremamente importantes, principalmente
guando macroéfagos residentes do pulmdo interagem com o fungo pela primeira vez e
tornam-se ativados (SOARES, et al., 2010).

Durante a PCM ativa, baixos niveis de IFN-y e altos niveis de IL-10 influenciam na
resposta ao antigeno e na inducdo de uma resposta mediada por células. Um defeito na
resposta de macréfagos no inicio da infeccdo pode resultar no bloqueio da atividade
fungicida contra o P. brasiliensis. Estudos experimentais em pacientes com PCM indicaram
gque a resisténcia do fungo é dependente da atividade de células T helper e
macréfagos/mondcitos, mediado por IFN-y e TNF-a. O efeito sinérgico entre essas duas
citocinas é essencial para a defesa do hospedeiro e atividade fungicida contra o P.
brasiliensis (CALVI et al., 2003; FORTES et al., 2011).

O TNF-a atua nas funcbes de macrofagos tanto na PCM humana quanto na
experimental, modulando e amplificando a resposta imune, ao promover uma reacgao
granulomatosa e atividade fungicida mediada pelos macrofagos. A auséncia dessa citocina
resulta na perda de mecanismos de defesa associados com a inabilidade de desenvolver
uma reacao granulomatosa, que é efetiva para conter a multiplicacdo do fungo (SOUTO et
al., 2000; FORTES et al., 2011). A falta de ativacdo de macrofagos por IFN-y na PCM
cronica pode levar a incapacidade de mondcitos/macréfagos para controlar a infeccgao.
Dessa forma, destruir o fungo in vivo dependera do balanco de fatores inibitorios e

estimulatérios nas células efetoras (CALVI et al., 2003). O balan¢o de citocinas pré e anti-
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inflamatorias produzidas por macrofagos durante o processo infeccioso é capaz de

determinar a progressao da doenca ou a morte do fungo (SIQUEIRA et al., 2009).

A resposta inflamatéria contra fungos serve para limitar a infeccdo, mas também
contribui com a patogenicidade, como j4 foi documentado em pacientes com graves
infeccdes fungicas. As funcdes antifingicas efetoras dos fagocitos incluem destruicdo e
inibicdo do crescimento do fungo. Esses fagdcitos apresentam atividade intrinseca contra os
fungos, e esta atividade pode ser aumentada por opsoninas e citocinas derivadas de células
T, indicando que os sistemas imunes inato e adaptativo trabalham de maneira dependente,

e séo regulados de maneira reciproca (ROMANI, 2004).

Macréfagos alveolares residentes nos alvéolos dos pulmdes séo a primeira linha de
defesa contra patdgenos pulmonares, sendo criticos na defesa do hospedeiro em tecidos
pulmonares (FELS & COHN, 1986).

Tradicionalmente considerada como primeira linha de defesa, a imunidade inata esta
recebendo bastante atencdo, visto que apresenta uma importante distincdo, capaz de
distinguir o “préprio” do “ndo préprio” além de ativar os mecanismos da imunidade
adaptativa por meio de sinais especificos (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997). Confere,
entdo, um rapido reconhecimento dos patdgenos infecciosos, por meio de um repertério
limitado de receptores, que reconhecem padrdes moleculares conservados dos patégenos
(MEDZHITOV & JANEWAY, 2002; ROEDER et al., 2004).

Os macréfagos pertencem ao sistema de fagdcitos mononucleares pertencentes a
uma familia de células que tem uma linhagem comum, que se originam da medula dssea,
circulam no sangue como mondcitos e quando estabelecidos nos tecidos, essas células
amadurecem e se tornam macrofagos. O fendétipo desses macréfagos depende diretamente
do ambiente em que se encontram (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005; GEISSMANN et al.,
2010). Sao células versateis, capazes de responder a diferentes estimulos do ambiente e
possuem um fenotipo heterogénio, como resultado da diferenciacdo celular e resposta a
diversos estimulos enddgenos e exdégenos. Dessa forma, possuem papel importante na
percepcdo de patdgenos, secrecdo de citocinas e mediadores inflamatdrios e apresentam
antigenos as células T (GORDON, 2003; FOLDI et al., 2010).

Macrofagos sé@o consideradas células indispensaveis ao sistema imune com func¢des
decisivas tanto na imunidade inata quanto adaptativa, macrofagos residentes promovem
defesa imediata contra patégenos e coordenam a infiltracdo leucocitaria. Participam do
processo de fagocitose e degradacdo de células apoptéticas, microrganismos e células
neoplasicas (GORDON, 2003). A ativacdo de macréfagos pode ser pré-inflamatéria ou anti-

inflamatoria, contribuindo para a destruicdo do tecido ou regeneracdo. E também sao
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importantes no direcionamento da resposta imune adaptativa, influenciando no fenétipo das

células T que veriam de acordo com os sinais emitidos (MANTOVANI, et al., 2005).

Durante o processo inflamatério, os macréfagos exercem trés funcdes principais:
fagocitose, apresentacdo de antigenos e imunomodula¢do por meio da producéo de varias
citocinas e fatores de crescimento. Os macréfagos inflamatérios diferem dos macrofagos
residentes especialmente pelo aumento da capacidade fagocitica e pela habilidade
aumentada de gerar metabdlitos téxicos de oxigénio e nitrogénio (FUJIWARA &
KOBAYASHI, 2005). As citocinas e produtos microbianos afetam diferentemente a funcdo
destas células ativando ou desativando-as (MANTOVANI et al., 2004).

A fagocitose promovida pelos macrofagos na resolugédo da inflamacéo é enfatizada
por condi¢cbes patoldgicas que podem manifestar-se como infec¢des persistentes ou lesdes
inflamatorias crénicas. Durante a diferenciacéo a partir dos mondcitos, macréfagos adquirem
receptores especializados e a maquinaria necessaria para reconhecimento de patdégenos
(SCULL et al., 2010).

Macréfagos sdo considerados células fagociticas “profissionais”. Fagécitos
profissionais se diferem dos fagécitos nédo profissionais de acordo com a alta efetividade de
fagocitose que promovem, além da expressdo de receptores na superficie capazes de
detectar sinais que normalmente sdo encontrados em tecidos saudaveis (MANTOVANI et
al., 1972; WAGER & WORMLEY, 2014).

Além disso, macréfagos teciduais existem em maior nimero do que as células
dendriticas, podendo assim exercer um importante papel regulador da imunidade inata. A
atividade fungicida de macréfagos mostrou-se mediada pela producédo de 6xido nitrico, bem
como pela deplecdo de metabdlitos fundamentais para o crescimento de fungos
(GONZALEZ et al., 2004; CANO et al., 1994; BRUMMER et al., 1988; BRUMMER et al.,
1989). Os macréfagos desempenham papel critico na imunidade inata, fagocitando
particulas estranhas e produzindo citocinas. Atuam também como importantes células
acessorias e efetoras na imunidade adquirida, apresentando antigenos aos linfocitos T
(METZER, 2000; FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005).

As citocinas produzidas pelos macréfagos dependem do tipo de polarizacdo que
estas células adquirem (M1/M2), o que define as funcdes distintas das populagbes de
macréfagos, em resposta a fatores que dominam o cenario inflamatério (MARTINEZ, et al.,
2008), conforme pode ser observado na figura 2. Essa polarizacdo de macrofagos foi
observada por Gordon e colegas que submeteram macréfagos a IL-4 ou IL-13 e elucidaram
uma “ativacdo alternativa” com fendtipos distintos a ativagdo classica de macrofagos
(GORDON, 2003).
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Macrofagos ativados pela via cladssica, chamados M1, em geral produzem niveis
elevados de IL-12 e baixos niveis de IL-10, participando como indutores e efetores de
resposta imune Thl. Sao ativados pelos ligantes dos receptores TLR e interferon y
(MURRAY & WYNN, 2011). Essas células apresentam, ainda, atividades citotoxicas,
resultado de sua capacidade de secretar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (6xido
nitrico, peroxinitrito, peroxido de hidrogénio e superoxido) e pré-inflamatérias, com liberacao
de citocinas TNF, IL-1 e IL-6 (MANTOVANI et al., 2004). Essas células tém sido
denominadas de macréfagos M1 provenientes de linhagens de camundongos Thl (C57BL/6
e B10/A), a exemplo da nomenclatura dos linfécitos Thl (MILLS et al., 2000; MANTOVANI et
al., 2002; BASTOS et al.,, 2002; MOSSER, 2003). Moléculas presentes na parede dos
fungos, como B-glucana e zymosan sdo capazes de estimular a producdo de ROS em
macrdéfagos via dectina-1. Os CLRs medeiam protecdo contra diversas infecgfes fungicas,
incluindo Coccidioides, Pneumocystis e Candida. Reconhecimento do fungo por dectina-1
em macréfagos permite a producdo de ROS dependente de dectina-1, ao contrario da
dectina-2 que esta relacionada com citocinas Th17 (UNDERTHIL, et al., 2005; SAIJO, et al.,
2010; ROBINSON, et al., 2009).

Durante uma resposta a um dano, citocinas anti-inflamatoérias, incluindo IL-4 e IL-13,
aumentam e induzem a polarizagdo para macroéfagos com fenotipo M2. Mediadores distintos
foram reportados como inibidores do desenvolvimento de células M1, atribuindo
propriedades antiinflamatérias aos macréfagos, os quais sao coletivamente designados M2,
provenientes de uma ativagcdo alternativa. Células M2 referem-se a varias formas de
ativacdo de macréfagos, incluindo aquelas apos exposicdo a IL-4 e IL-13, e também a
complexos imunes, IL-10 ou glicocorticéides (GORDON, 2003). Geralmente, células M2
produzem niveis reduzidos de citocinas inflamatérias, secretam moléculas antiinflamatdrias,
como IL-10 e TGF-B, e induzem resposta imune Th2 (MANTOVANI et al., 2004). Essas
células tém sido denominadas de macrofagos M2, provenientes de linhagens de
camundongos Th2 (BALB/c eDBA/2).

A presenca de macréfagos com fenotipo M2 em individuos saudaveis (na placenta,
pulm®es e sitios imunes) bem como em doencas inflamatdrias crbnicas (artrite reumatdéide,
aterosclerose), sugere que essas células exercem prote¢do contra danos da resposta imune
devido a elevada producgéo de fatores envolvidos na remodelacdo tecidual, aumento da
atividade de fibroblastos (SONG et al., 2000) e promocao de angiogénese (KODELJA et al.,
1997).
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Figura 2. Ativacdo de macréfagos durante infecgcdo pulmonar por fungo, evidenciando a plasticidade.

Macréfagos M1 sdo ativados na presenca de IFN-y produzidos por células Thl. Esses macréfagos tém atividade
microbicida com producdo de espécies reativas de oxigénio. Macréfagos M2a dependem da producao de IL-4 e
IL-13, induzem uma resposta imune do tipo Th2 (Adaptado de: WAGER & WORMLEY, 2014).

A interacdo entre moléculas de superficie do fungo e receptores presentes na
membrana celular das células fagociticas, como macrofagos, modula a fagocitose e a
ativacao dessas células. Esses receptores sdo conhecidos como PRRs que sdo capazes de
reconhecer os PAMPS. Os PRRs conhecidos séo os receptores do tipo Toll (TLR),
receptores de Lectina do tipo C (CLR) e proteinas da familia da galectina. Esses receptores
em fagdcitos iniciam uma série de eventos intracelulares que promove a ativacao do sistema
imune e a morte do fungo, com uma reposta imune especifica que depende do tipo de célula
envolvida. Mondcitos, macréfagos e neutréfilos contribuem na resposta imune inata

antifingica por meio da fagocitose e morte direta do patégeno (ROMANI, 2011).

Os membros da familia dos CLRs incluem Dectina-1 (CLEC7A) e Dectina-2
(CLECA4E), receptor de manose, langerina (CLEC4K), lectina ligada a manose e DC-SIGN.
Dectina-1 reconhece B-glucanas e promove a indugéo de citocinas pré e anti-inflamatorias.
Jé dectina-2 reconhece estrutura de manose e possui maior afinidade com hifas do que com
leveduras, sua ativagdo permite o emparelhamento com receptor Fcy e induz citocinas pro-
inflamatérias. Sabe-se que camundongos deficientes em dectina-2 apresentam maior
suscetibilidade a infec¢Bes fungicas por Candida albicans, mas ndo a Criptococcus
neoformans. (ROMANI, 2011). Os CLRs sédo centrais no reconhecimento de fungos e na
induc@o da resposta imune inata e adaptativa, e individuos com deficiéncia genética nos

CLRs sdo mais suscetiveis a infec¢des flngicas. Os receptores de manose e DC-SIGN
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reconhecem mananas, e ambos o0s receptores podem direcionar os antigenos manosilados
dos fungos por meio de uma sinalizacdo endocitica, promovendo o processamento do
antigeno e apresentacao para células T (LAM, et al., 2007; CAMBI, et al., 2008). Entretanto,
0s receptores de manose também tem afinidade por o-glucana e quitina e atuam em

colaboracdo com os TLRs, dectina-1.

A familia dos receptores do tipo Toll é a classe de PRRs melhor caracterizada em
espécies de mamiferos. Esses receptores sdo pec¢a fundamental na resposta inata e na
consequente ativacdo da resposta adaptativa (HERTZOG, 2008). Apés o reconhecimento
dos PAMPs, TLR inicia a cascata de sinalizagéo, por meio da molécula adaptadora MyD88
e/ou TRIF, sendo esta molécula recrutada e capaz de ligar-se ao dominio TIR do TLR,
permitindo, o recrutamento e a ativacdo das kinases (IRAKs) resultando entdo na ativacéo
de fatores de transcricdo como NF-xB, AP-1, IRF3 e IRF7, e consequentemente na
producdo de citocinas pré-inflamatorias e INF-y (O'NEILL & BOWIE, 2010; LIEW et al.,
2005). A regulacdo apropriada resulta na resolucdo do foco primario de inflamacéo;
entretanto, a resposta inapropriada leva a sepse, inflamacao cronica, doencas autoimunes e
cancer (LIEW et al., 2005; HERTZOG, 2008). Dessa forma, a regula¢gdo da sinalizacdo via
TLR é extremamente importante para o controle da resposta inflamatéria, pois pode
promover a ativacao de genes envolvidos em citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, TNF-q,

IL-6, IFN do tipo | (o € B) e do tipo Il (y), e citocinas imunorreguladoras como IL-12 e IL-10.

A ligacdo dos polissacarideos da parede celular do fungo e também acidos nucleicos
€ capaz de ativar os receptores do tipo Toll (TLR). Esses receptores conseguem detectar
multiplos PAMPs, incluindo lipopolissacarideo - LPS (detectado por TLR 4), lipoproteina
bacteriana e 4cido lipoteicdico (detectado por TLR 2), flagelina (detectado por TLR 5), DNA
de bactérias e virus (detectado por TLR 9). Ativacdo de macrofagos via TLR permite a
producdo de citocinas inflamatérias como TNF, IL-1, IL-6 e IL-12, regulando também a

diferenciacao celular.

FAMPs

O-linked mannan Ninked mannan t-glucan f-mannosides C3b- or C3d- P-glucan
RMA p-glucan Chitin coated [-glucan
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Figura 3. Esquema dos receptores de reconhecimento na resposta imune inata contra fungos. Receptores
de reconhecimento padrdo presentes na superficie de células fagociticas, como macréfagos, que reconhecem
estruturas fungicas (PAMPs). H& os receptores da familia TLR (TLR 2, 3, 4, 6, 9), Dectina 1 e 2, receptor de
manose, DC-SIGN, Mincle, entre outros. A ativacéo destes receptores leva a ativacdo da producéo de citocinas
pro-inflamatérias, quimiocinas, fagocitose (Adaptado de: ROMANI, 2011).
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Os TLRs fazem parte de uma familia de receptores transmembranicos
evolutivamente conservados que contém um dominio externo a membrana com sequéncias
ricas em leucina, particular para cada TLR (GAY & KEITH, 1991). Foram identificadas 11
proteinas em mamiferos, sendo que para os humanos foram descritos 10 desses receptores
até o momento (TRINCHIERI & SHER, 2007). Dentre as estruturas reconhecidas pelos
TLRs além do LPS, estdo peptideoglicanas (PGN), ancoras de glicofosfatidil inositol (GPIs)
(presente em protozoarios), zimozan (presente em fungos), RNA dupla fita (comum em
virus), flagelina (presente em bactérias flagelares), e sequéncias de DNA ricas em CpG néo
metilados (presentes em virus e bactérias). (TRINCHIERI & SHER, 2007; KAISHO & AKIRA,
2002).

Apds o reconhecimento de estruturas microbianas pelos TLR, esses receptores
sofrem mudancas conformacionais, permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras
como MyD88, TIRAP, TRAM e SARM (O'NEIL & BOWIE, 2007; SHIMAZU, et al., 1999;
KALIS, et al., 2003). O tipo de sinalizacdo depende do uso seletivo de diferentes
combinagBes de moléculas adaptadoras. As ativagdes dependentes da molécula MyD88 —
uma molécula compartilhada por quase todos os TLRs — é iniciada com a facilitagdo da
associacdo da MyD88 com a IRAK4 o que favorece a fosforilagdo de IRAK1. A fosforilagdo
da IRAK1 permite a ligacdo da molécula TFAF6 ao complexo. A ligacdo de TRAF6, por sua
vez, ativa TAK1 que faz um complexo IKK que leva a ativacdo de NF-kB. Simultaneamente,
TAK1lativa dois membros da familia MAP kinases que subsequentemente ativam JUN N-
terminal kinase (JNK) e p38, induzindo a producgéo de citocinas inflamatdrias. No caso dos
receptores TLR 7, TLR 8 e TLR 9 a via MyD88-IRAK4 também leva, pela ativacado de TRAF3
e TRAF®6, a sinalizacdo via IRF7 que por sua vez regula a producéo de IFN do tipo 1. Os
TLR 2 e TLR 4 necessitam, além da MyD88, da molécula adaptadora TIRAP. Os TLR3 e
TLR 4 s&o capazes de ativar NF-kB por uma via independente de MyD88 e dependente de
TRIF (O'NEILL & BOWIE, 2007). A molécula adaptadora TRIF tem diferentes regides de
interacbes que permitem o recrutamento de diferentes moléculas efetoras como TBK1,
TRAF6 e RIP1. A interacdo entre TRIF, TRAF6 e TBK1 faz com que TRAF6 ative NF-kB,
além de promover a fosforilacdo de IRF3, levando a producéo de IFN do tipo I. A interacdo
de TRIF com TLR 3 ocorre diretamente, ja os TLR 4 necessitam da participa¢do da molécula

TRAM (conforme esquema observado na figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da cascata de sinalizacdo mediada pelos receptores da familia
TLR. (Adaptado de: O'NEILL et al., 2013).

Em 2012, Netea e colaboradores descreveram pela primeira vez o uso de TLRs por
um patégeno fangico, Candida albicans. Camundongos C3H/heJ (0s quais possuem um
defeito na expresséo do gene de TLR 4), apresentaram uma deficiéncia no recrutamento de
neutrofilos ao sitio de infeccdo e suscetibilidade na disseminacdao do fungo quando
comparado com camundongos controle (C3H/HeN). As quimiocinas provenientes de
gueratinécitos e a proteina de macrofaos inflamatérios (MIP-2) estdo em menor

concentracao nos macrofagos provenientes dos camundongos com defeito no TLR 4.

Os TLRs podem atuar em sinergia, favorecendo a ativagéo celular (TRINCHIERI &
SHER, 2007). Por exemplo, TLR 4 e TLR9 podem exercer efeitos similares, utilizando vias
distintas (KAISHO & AKIRA, 2002). Ambos podem ativar vias dependentes de MyD88, que
essencialmente ativam IRAK e TRAF6 e levam a ativacdo de NF-kB e MAPK. Da mesma
forma, ambos induzem a regulagdo positiva de moléculas co-ativadoras e moléculas co-
estimulatérias de linfocitos. O interessante neste caso é que enquanto a inducéo feita por
TLR 4 é independente de MyD88, a inducao por TLR9 se da por via dependente de MyD88

O TRL 4 humano foi o primeiro TLR caracterizado em mamiferos, sendo expresso
em macrofagos e células dendriticas. Funciona como receptor de transdugdo de sinal para
LPS, o que foi confirmado em camundongos CH3/HeJ deficientes em TLR 4, os quais nao
apresentavam respostas ao estimulo por LPS (MEDZHITOV, 2001). O reconhecimento de

LPS pelo receptor € complexo e requer varias moléculas acessorias. Além do CD14, a
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proteina MD-2, expressa na superficie celular associada ao TLR 4, também é importante no
reconhecimento ao LPS (VISINTIN et al., 2006). Estudos comparativos de suscetibilidade in
vivo entre cepas diferentes de P. brasiliensis durante infeccéo intraperitoneal demonstraram
gue camundongos TLR 4 deficientes (C3H/HeJ) sdo mais resistentes que os camundongos
controle (C3H/HePas) (CALICH et al.,, 1985). Entretanto, macr6fagos provenientes de
camundongos TLR 4 deficientes possuem menor capacidade fagocitica, secretam menores
niveis de NO, IL-12, mas produzem niveis normais de TNF-a e ha aumento de producéo de
IL-10. Resultados in vitro, apds 96h de infec¢cdo pulmonar, demonstraram que camundongos
TLR 4 deficientes possuem menor carga fungica e menor producdo de citocinas proé-
inflamatéria (LOURES, et al., 2010).

Em relacdo ao TLR 2, este receptor tem-se mostrado envolvido no reconhecimento
de varios produtos microbianos, incluindo peptidoglicanos e lipoproteinas bacterianas,
paredes celulares de fungos, dentre outros (KAWAI & AKIRA, 2005). O TLR 2 pode exercer
sua acao em cooperacao com outros dois receptores: TLR 1 e TLR 6. Apesar disso, estes
dois Ultimos sé@o expressos em varios tipos celulares, enquanto a expressédo de TLR 2
parece ser restrita a células apresentadoras de antigeno e células endoteliais (MUZIO et al.,
2000). TLR 2 apresenta efeito protetor em modelos de infec¢cdo por Candida albicans,
entretanto, resultados conflitantes também foram descritos devido a diferencas dos
protocolos experimentais (NETEA, et al., 2004; VILLAMON, et al., 2004). O efeito deletério
da sinalizagéo de TLR 2 durante a infec¢éo esta associada com o aumento da sintese de IL-
10 e aumento da sobrevivéncia de células T reg CD4'CD25", o que resulta numa deficiéncia
da imunidade mediada por células T e aumento da carga fangica (NETEA, et al., 2004).
Estudos demonstraram que em camundongos TLR 2 deficientes ocorre aumento de
resposta do tipo Th17 associada com diminuicéo da expansao de células T reg (LOURES, et
al., 2009). Em adi¢do, uma infeccdo grave por P. brasiliensis esta associada com aumento
da producdo de citocinas do tipo Th17, aumento da imunidade pré-inflamatoria, e expanséo
de células T; tudo isso influenciado por TLR 4 (LOURES, et al., 2009; CALICH, et al., 2008;
LOURES, et al., 2010; LOURES, et al., 2011).

Segundo Shishido e colaboradores (2006), ativacdo de TLR 2 tem papel central na
regulacédo da inflamacédo vascular em camundongos, sugerindo que TLR 2 induz aumento
da producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1pB, IL-6) e de espécies reativas de
oxigénio. TLRs também podem ser ativados por moléculas de outros tecidos, como as do
sistema cardiovascular, apresentando um elo entre o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares e o sistema imunolégico (FRANTZ et al., 2007).

A capacidade de sinalizagcdo dos TLRs pode ser modulada pelo IFN-y, amplificando
esta capacidade por regular positivamente as moléculas de sinalizacdo dos receptores.
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Além disso, o IFN-y aumenta a expressdo do TLR, dos co-receptores e das moléculas
acessorias como Myd88, IRAK1 e TRAF6, com consequente aumento da ativacdo do NF-xB
(SCHORODER et al., 2006). A ativacao de TLRs em células apresentadoras de antigenos
permite a expressdo de IL-12 e subsequente ativacdo de células Thl produtoras de IFN-y
Interessantemente, a falta da producdo de IL-12 por meio de ativagdo limitada de TLR
durante a resposta inflamatéria/imune induz uma resposta do tipo Th2, sugerindo que esse
tipo de resposta é um “defeito” da sinalizacdo que ocorre na auséncia de IL-12. TLRs e
CLRs induzem MHC-II, moléculas co-estimulatérias e expressdo de citocinas por células
apresentadoras de antigenos, induzindo assim, a diferenciacdo das células T. No pulméo,
macro6fagos inflamatorios e células dendriticas sdo essenciais na apresentacéo de antigenos

aos linfécitos.

Além dos receptores da resposta imune inata, um novo receptor vem recebendo
atencdao, capaz de influenciar na resposta imune e inflamatéria de macréfagos, assim como,

na diferenciacdo de células T. S&o esses 0s receptores do tipo Notch.

7

A sinalizacdo Notch é evolutivamente conservada capaz de controlar diversos
aspectos do desenvolvimento e homeostase dos tecidos. No sistema imune, Notch participa
da linfopoiese, geracdo de células hematopoéticas e de células B. O gene Notch foi
descoberto por Morgan e colaboradores ao observarem que a perda parcial da funcéo
resulta em identagfes nas regides marginais das asas de Drosophila melanogaster (Morgan,
1917). Em mamiferos, ha 4 receptores Notch (Notch 1-4) e cinco ligantes (Jaggeds 1 — 2,
Delta 1, 3 e 4). Notch foi classificado originalmente como gene neurogénico, porém, seus
sinais podem afetar diversos tecidos (BORGREFFE & OSWALD, 2009).

A comunicacdo celular mediada pelo receptor Notch é essencial para a geracao
correta e direcionamento das células e dos tecidos. A caracterizacao inicial de Notch em
Drosophila por Donald Poulson permitiu verificar que a auséncia da atividade de Notch em
embrides causou hiperplasia no tecido neuronal, um fenémeno conhecido como
“neurogénico” e depois se verificou ser uma caracteristica dos mutantes de Drosophila. Esse
achado permitiu classificar a cascata de sinalizacdo Notch com uma definicdo genética, em
gue Notch interage com genes neurogénicos importantes na formacéao do sistema nervoso.
Entretanto, Poulson notou que os mutantes do gene Notch também apresentavam outros
defeitos na formacéo do embrido e dos tecidos, indicando que essa via de sinalizagdo n&o
estava apenas envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso, mas também na maioria
das decisdes celulares importantes no desenvolvimento do animal. Hoje, sabe-se que Notch
participa de diversos sistemas e diversas decisdes celulares, ndo apenas de Drosophila,
mas também de outros reinos (FIOR & HENRIQUE, 2009).
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A ativacdo da sinalizacdo Notch ocorre mediante contato célula-célula, como
resultado da interacéo entre o receptor Notch e seus ligantes (Delta ou Jagged). Ao analisar
em nivel molecular, essa interacdo induz duas clivagens proteoliticas sucessivas. A primeira
clivagem ocorre no dominio extracelular mediada pela metaloprotease da familia ADAM e a
segunda clivagem ocorre no dominio da transmembrana e € mediada pela y-secretase. Esta
segunda clivagem permite a liberagdo e a translocacdo do NICD em direcdo ao nucleo,
atuando como co-ativador transcricional. O NICD n&o consegue se ligar diretamente ao
DNA, mas é capaz de se ligar a proteina RPB-J ou CSL e entdo ativar a transcricdo dos
genes alvos dessa via. Quando o NICD liga-se ao CSL juntamente com o co-ativador
Mastermind e acetiltransferases de histonas formam um complexo transcripcionalmente
ativo (KOVALL, 2008). Este complexo é capaz de ativar a expressédo de genes da familia
Hes e Hey que funcionam como inibidores da sinalizacdo Notch. Além dos membros da
familia Hes e Hey, existem varios genes implicados diretamente em varias neoplasias, que
sdo sobre expressos como consequéncia direta da sinalizacdo Notch dependente de CSL
(FISCHER & GESSLER, 2007). Entretanto, na auséncia de Notch, o RBP-J ou CSL recruta
um complexo co-repressor capaz de reprimir a transcricdo dos genes alvos de Notch. Essa
sinalizacdo n&o utiliza mensageiros secundarios, e a atividade é dependente da

concentragao nuclear do NICD. (Figura 4).
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Figura 5. Sinalizagdo Notch. Intera¢@o dos receptores de Notch com seus ligantes, que inicia uma cascata de
clivagens enziméaticas no receptor pela familia das proteinases ADAM e pelo complexo y-secretase, que permite
a liberagéo e translocacdo do NICD em diregdo ao nucleo. No nucleo, o NICD se associa ao fator de transcricao
RPBJ (ou CSL), e ativa a transcrigdo ao ligar-se ao sitio de ligacdo do DNA. |) Repressdo dos genes alvos de
Notch. Na auséncia da sinalizagdo Notch, o RBP-J recruta um complexo de co-repressores capaz de reprimir a
transcricdo dos genes alvos de Notch. (ll) Ativacdo dos genes alvos de Notch. O NICD interage com o RBP-J
recrutando um complexo de co-ativadores, promovendo a transcricdo dos genes alvos da via (Adaptado de:
BORGREFFE & OSWALD, 2009).
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Contudo, o complexo ativador de Notch tem um tempo de vida curto, o que torna
extremamente dificil detectar a presenca de NICD no nucleo celular. Para detectar a
ocorréncia de sinalizacdo Notch, torna-se necessario recorrer a métodos de detecgéo
indiretos, como a evidéncia de clivagens dos receptores e estudo da expressdo dos genes
alvo. Até a data, os genes alvo mais conhecidos da sinalizacdo canfnica de Notch mediada
por RBP-J, sdo os fatores de transcricao Heyl, Hey2, Hes1, Hes5, havendo ja evidéncias de
estarem relacionados com a hematopoiese (FISCHER & GESSLER, 2007).

O receptor Notch e os ligantes séo alvos de protedlise, glicosilacdo, ubiquitinacéo e
outras modificagcdes como fosforilacdo. Estes fendmenos alteram a sensibilidade da
interacdo dos ligantes com o receptor Notch, permitem o trafego do receptor e seus ligantes
por compartimentos endociticos e estdo implicados na degradacéo e reciclagem de Notch.
Na superficie da célula, tanto os ligantes como o receptor Notch sdo constantemente
internalizados. Este tipo de endocitose parece ser mediado pela ubiquitinacdo de proteinas
transmembranares na membrana plasméatica, por uma ligase de ubiquitina E3. Apés
endocitose, os ligantes podem ser novamente reciclados para a membrana, tornando a
ativacdo Notch mais eficiente. No entanto, um evento posterior de ubiquitinacdo destas
proteinas nos endossomas pode marcar tanto os ligantes como o receptor Notch para
degradacdo em lisossomas (WU & BRESNICK, 2007).

A comunicacdo entre células mediada por Notch parece operar de duas maneiras:
inibicdo lateral e inducéo lateral. A via de sinalizacdo Notch permite que uma célula que
expresse o ligante Delta ou Jagged altere o programa genético da célula vizinha que
expressa o receptor Notch, podendo funcionar de um modo indutivo ou inibitério. Quando a
via funciona de modo inibitério, a producédo do ligante é reduzida e a do receptor aumentada
na célula que recebe o estimulo, sendo esta inibida de adotar o mesmo destino das células
vizinhas (KIMBLE & SIMPSON, 1997). A inibicdo lateral € o mecanismo de a¢do de Notch
mais conhecido e o0 que parece ocorrer na maior parte dos contextos celulares. Esse
mecanismo pode ser observado em neurdnios recém-diferenciados que inibem progenitores
neurais vizinhos de adotar um destino idéntico, mantendo assim uma reserva de ceélulas
indiferenciadas. Entretanto, quando a via funciona de modo indutivo,a célula que recebe o
estimulo Notch vai produzir mais quantidade de ligante e receptor, sendo assim, induzida a
adotar o mesmo destino das células vizinhas (KIMBLE & SIMPSON, 1997).

Estudos vém demonstrando que a sinalizacdo Notch participa no desenvolvimento,
maturacao, ativacdo e transformacao de linfécitos (WENG & ASTER, 2004; MAILLARD et
al.,, 2003; WENG. et al., 2004). No entanto, a sinalizagdo Notch pode também influenciar a
diferenciacdo das células mieldides (CARLESSO et el., 1999; DELANEY et al., 2005) e o
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papel dessa via permanece indeterminado em macrofagos e em muitas outras doengas
(AIKAWA & LIBBY, 2004).

A sinalizacdo Notch pode ser ativada em macréfagos in vivo por meio de ligantes de
Notch, estes sendo expressos de maneira constitutiva ou indutiva em macréfagos, e
também por ligantes de Notch expressos em outras células, como células epiteliais do sitio
inflamatério (HU et al., 2008). Os ligantes de Notch estdo envolvidos nos sitios inflamatérios
da infeccdo, pois ocorre aumento da expressdo dos mesmos ha superficie de células
envolvidas nesse processo (YABE et al., 2005; NIRAJAN et al., 2008).

No sistema imune, a sinalizacdo Notch regula multiplas etapas de desenvolvimento
de células T e B além de regularem as funcdes e diferenciacéo das células T. Os ligantes e
receptores de Notch sdo induzidos em macréfagos por varios estimulos, inclusive ativagédo
de TLR, e alguns trabalhos vém demonstrando um papel na apresentacao de antigenos por
meio do ligante Delta 1 que promove células do tipo Thl ou pelo ligante Jagged que
promove células do tipo Th2. A sinalizacdo Notch também est4d sendo implicada no
desenvolvimento de células mieldides, como macrofagos, e TLR parece ativar indiretamente
a via de Notch, promovendo ativacdo de NF-«xB e TNF-a. (FUNG et al., 2007; MONSALVE et
al., 2006; PALAGA et al., 2008; HU et al., 2008).

Ja foi demonstrado que macrofagos de linhagem estimulados com LPS+IFN-y
apresentam um aumento da expressao de receptor Notch-1 assim como do ligante Jagged-1
(MONSALVE et al., 2006). Nessa mesma linha, Fung e colaboradores (2007) demonstraram
gue macréfagos humanos estimulados com LPS apresentam aumento na expressdo do
ligante Delta 4, a qual é dependente da ativacdo de TLR 4 e NF-«B. Estes mesmos autores
demonstraram que a ativacdo da via notch por Delta 4 levou a transcricdo de genes pro-

inflamatorios como IL-13 em macrofagos (FUNG et al., 2007).

Em 2009, Monsalve e colaboradores demonstraram que, a ativacdo da via de
sinalizacdo Notch aumenta a expressdo de NF-kB, favorecendo a expressdo de genes
envolvidos na resposta inflamatéria, como as citocinas TNF-o e IL-6 ou enzimas, como a
INOS. Os mesmos autores demonstraram que o ligante Delta 4 parece ser o mais eficaz

para induzir ativacao de NF-kB nesses macréfagos.

Monsalve e colaboradores (2006) mostraram que Notch interfere na atividade de
fatores transcricionais implicados na ativacdo de macrofagos, como AP-1 e STAT 1/3, mas
sem afetar fatores importantes como NF-kB. Dessa forma, a sinalizacdo Notch pode estar
envolvida na modulagdo da funcdo de macréfagos em uma resposta imunoldgica. Por
exemplo, os macréfagos em um foco infeccioso podem néo encontrar o ligante apropriado

para ativar Notch, uma situagéo que favorece a sua atividade citotoxica. Em contrapartida,
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0s macrofagos que migraram para os Orgaos linfoides para ativar as células T poderéo
receber uma ativacdo adequada de Notch potencializando sua capacidade de apresentar o
antigeno e limitando os seus efeitos citotéxicos. Os ligantes de Notch estdo envolvidos nos
sitios inflamatérios da infeccdo, pois ocorre aumento da expressdo dos mesmos na

superficie de células envolvidas nesse processo (YABE et al., 2005; NIRAJAN et al., 2008).

Palaga e colaboradores (2008) demonstraram o envolvimento da sinalizacdo Notch
na regulacéo da resposta inflamatéria em macréfagos apés estimulagdo com LPS. Em 2011,
Wongchana e Palaga, evidenciaram que Notch regula diretamente IL-6 ao associar-se com
o0 CSL, que se liga na regido promotora do gene de IL-6. Sabe-se que a sinaliza¢cdo Notch
depende do contexto do ambiente, e que o controle da producédo de IL-6 pode ser regulado

de maneira diferente de acordo com os tipos celulares.

Recentes evidéncias sugerem que existe uma interagdo entre as sinalizagbes Notch
e TLR (FOLDI et al., 2010; PALAGA et al., 2008). A ativacdo de TLR é capaz de regular a
expressao dos ligantes de Notch e o RBP-J, favorecendo a sinalizacdo Notch. Hu e
colaboradores (2008) demonstraram que existe cooperacdo entre TLR e Notch, modulando
a ativacdo dos genes alvos de Notch que por sua vez regula negativamente um subconjunto
de genes de TLR, esculpindo a reposta imune inata e adaptativa, ao demonstrarem que TLR
regula diretamente a expressdo candnica dos genes alvos de Notch, hes 1 e hey 1, em
macrofagos derivados de sangue humano, sem a necessidade de inducdo do NICD
(Dominio Intracelular de Notch) ou dos ligantes de Notch, conforme figura 1. Dessa forma, a
sinalizagdo Notch pode estar envolvida na modulacdo da funcdo de macréfagos em uma

resposta imunoldgica.

Mecanismos de defesa contra fungos sdo numerosos, incluindo os mecanismos de
protecao da imunidade inata e também adaptativa, na qual é induzida especificamente pelo
patégeno (ROMANI, 2004).

Fungos ligam-se a anticorpos, complemento, surfactantes e receptores de
reconhecimento padrdo, caracterizando como uma porta de entrada. A opsonizacdo por
esses mecanismos promove a ativacdo do sistema imune inato, por meio de células
fagociticas e sinalizacdo via receptores. Os componentes da parede fangica sao altamente
conservados e permitem a ativacdo de macréfagos, células dendriticas, neutrofilos e
também células epiteliais (BROWN, 2011).

Na maioria das micoses, mondcitos/macrofagos sao criticos em fungdes imunes
efetivas, implicados em mecanismos inatos contra infec¢des fungicas (LOUIE, et al., 1994;
SMITH, et al., 1990). Essas células tém um papel importante na regulacédo de producéo de

citocinas, funcionando como mediadores de resposta inflamatéria. Como observado em
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outras micoses sistémicas, a defesa mais relevante do hospedeiro contra a PCM ¢é a
imunidade celular mediada principalmente por IFN-y durante a ativacdo de macréfagos
(KASHINO et al., 2000).

Estudos recentes delinearam a sinalizacdo Notch durante a ativacdo de macréfagos.
Expressao constitutiva dos componentes da via de sinalizacdo é detectada em macr6fagos
primarios, macréfagos de linhagem tanto humano como murino (ZHANG et al., 2010; FUNG
et al., 2007; FOLDI et al., 2010; MONSALVE et al., 2006; HU et al., 2008). O receptor Notch,
ligantes e genes alvos da via tém sua expresdo aumentada em macréfagos em resposta a
estimulos proé-inflamatérios, incluindo ligantes de TLR (FUNG et al., 2007; ITO, et al., 2009;
FOLDI et al., 2010; MONSALVE et al., 2009; PALAGA et al., 2008; HU et al., 2008; TSAO et
al., 2011; OUTTZ, et al., 2010; GOH et al., 2009).

Foi verificado que uma superexpressao de NICD1 em células Raw 264.7 aumenta a
ativacdo de STAT1 em resposta a LPS e IFN-y, levando ao aumento da expressédo de
moléculas caracteristicas de macréfagos ativados (MONSALVE et al., 2006; MONSALVE et
al., 2009). Essa superexpressdao de NICD1 também induziu aumento da expressdo de
citocinas TNF-a e IL-6 e da enzima iINOS (MONSALVE et al., 2009). Entretanto, a inibicdo
do receptor Notch 1 com GSI, DAPT ou shRNA praticamente aboliu a atividade de NF-xB
mesmo com estimulo de LPS (MONSALVE et al., 2009). Assim, um mecanismo pelo qual a

sinalizacdo Notch contribui na resposta inflamatéria € o aumento da atividade de NF-«xB.

A inibicdo da sinalizacdo Notch em macréfagos de medula utilizando GSI, IL-CHO, é
capaz de diminuir a inducéo de IL-6, INOS e TNF-a mesmo com ativagéo via LPS e/ou IFN-y
(PALAGA et al., 2008). Tratamento com DAPT atenuou a producédo de IL-1p e IL-6 em
células Raw 264.7 mesmo com ativacdo via LPS, além de diminuir essas citocinas em
modelo de sepsi in vivo (TSAO, et al., 2011).

Os mecanismos pelo qual Notch regula macréfagos sao:

1) Ligacéo direta ao RBP-J, suportado pelas observacdes de que uma mutacdo no
RBP-J no promotor de IL-6 diminui a atividade do gene de IL-6 (HU, et al., 2008);

2) Regulacéo indireta por meio da transcricdo de fatores de ativagdo como IRF8 (XU
et al., 2012);

3) Reprogramacado do metabolismo da mitocdndria (XU et al., 2015).

Dessa forma, a sinalizacdo Notch — RBP-J contribui para a producéo de citocinas

induzidas por TLR durante a ativacdo de macréfagos.

Outtz e colaboradores (2010) demonstraram que existe uma diminuicdo do

recrutamento de macréfagos e da expressdo de TNF-o. em camundongos com Notchl
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inibido. Experimentos com GSI ou superexpressao de NICD1 demonstram que a sinalizacdo
Notch mediada por LPS/IFN-y induz a expressdao de VEGFR-1, que é importante no
recrutamento e fungdo de macréfagos durante a inflamagdo. Em modelo experimental de
lpus eritematoso (SLE), o bloqueio de Notch usando DAPT atenuou a producdo de
citocinas inflamatérias (ZHANG et al., 2010).

Sabe-se que as leveduras do P. brasiliensis quando interagidas com macrofagos
promove a ativacdo da via de Notch, por meio do receptor Notch 1, induzindo maior
producdo de IL-6, citocina importante para o crescimento do fungo no hospedeiro
(SIQUEIRA et al., 2009), conjuntamente com a diminuicdo de TNF-a, 0 que prejudica a
atividade fungicida dos macr6fagos. Como esses dados se mostraram muito promissores e
sabendo que existe uma correlacdo entre as vias de sinalizacdo Notch e TLR,
investigaremos a relacdo entre essas vias de sinalizacdo, assim como o tipo de resposta
imune adaptativa envolvida no processo. Certamente, o entendimento dessas questdes sera
importante para o melhor conhecimento da resposta imune inata e adaptativa ha PCM

experimental.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho foi investigar a inter-relacdo entre as vias de
sinalizacdo Notch e TLR (TLR 4), bem como a importancia e influéncia sobre a
modulacéo de atividades exercidas por macrofagos durante a infeccéo por P. brasiliensis
isolado Pb18.

2.20bjetivos Especificos

=  Determinar a influéncia da inibicdo da via de Notch em macro6fagos,
por meio do inibidor farmacolégico DAPT, na producdo de citocinas pré-inflamatorias
e na viabilidade do fungo;

i Determinar a influéncia da inibicdo da via de Notch, por meio do
inibidor farmacol6gico DAPT, no tipo de resposta imune adaptativa induzida;

=  Determinar a correlagdo entre as vias de Notch e TLR 4, assim como a
importancia na paracoccidioidomicose experimental em macréfagos derivados de
medula 6ssea de camundongos nocaute para TLR 4;

=  Verificar a importancia e influéncia que a via de sinalizacdo Notch
exerce em linfécitos T, por meio da inibicdo em camundongos BALB/c NUDE;

= Analisar a correlacdo entre as vias de Notch e TLR 4.

.......... Objctivos
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3. Material e Métodos

3.1 Ensaios in vitro

3.1.1 Fungo

Utilizou-se a cepa virulenta Pb 18 (KASHINO et al., 1987) do P.brasiliensis nos ensaios de
interagdo com macrofagos in vitro e nos ensaios de infecgdo. A cepa foi mantida em meio

semi-solido Sabouraud-dextrose-agar (KASVI), em estufa a 37 °C, com repiques quinzenais.

3.1.2 Cultura de macrofagos da linhagem J774

Os macréfagos da linhagem J774 foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-aldrich)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife) e gentamicina (40 pug/mL)
(Gibco). A cultura foi mantida em estufa de 5% de CO, a 37 °C, com repique a cada dois

dias.

3.1.3 Preparo do in6culo do Pb18

Leveduras da cepa Pb18 foram coletadas em tubo falcon (BD Biosciences) com 10 mL PBS
1x, seguida de centrifugacéo por 1 minuto a 3000 RPM (1500 g). O sobrenadante, contendo
células isoladas ou com poucos brotamentos, foi transferido para outro tubo falcon com
auxilio de seringa de insulina (BD Biosciences) e, posteriormente foi realizada a filtragem
com auxilio de cell strainer 40 um (BD Biosciences). A suspensdo obtida foi novamente
coletada e filtrada com auxilio do cell strainer 40 um (BD Biosciences), de forma que essa
etapa foi realizada por 3 vezes no total. Em seguida, realizou-se a contagem do namero de

células em camara de Neubauer.

3.1.4 Inibicdo da via de Notch

Para os ensaios nos quais a via de Notch foi inibida farmacologicamente, macrofagos J774
e BMDMs foram pré-incubados com DAPT (Tocris Biosciences), inibidor de y-secretase,
numa concentracdo de 10 uM por 24 horas. Decorrido o periodo de incubagdo com o
inibidor, as células foram lavadas com PBS 1x, o inibidor foi adicionado novamente e entdo
as células foram interagidas com leveduras do Pb18 (propor¢éo de 1:1) por um periodo de
4,12 e 24 horas.
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3.1.5 Andlise da expresséo génica

3.1.5.1 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total das amostras de macrofagos da linhagem J774 interagidos com
Pb18 foi realizada com o Trizol Reagent (Invitrogen), segundo protocolo do fabricante. As
amostras foram homogeneizadas em 1,0 mL de Trizol (1,0 mL de Trizol para 2x10° células)
e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 uL de
cloroférmio (MERCK) por 1 mL de trizol e agitou-se com as maos por 15 segundos. Apés
incubacd@o de 5 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 15000
g por 15 minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante transferido para outro tubo. O RNA foi
precipitado com 500 L de alcool isopropilico (SIGMA) e congelado a -80 °C por 20 minutos.
As amostras foram, entdo centrifugadas por 30 minutos a 15000 g a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com etanol 75% (1 mL EtOH (SYNTH) para 1 mL trizol). As
amostras foram vortexadas e centrifugadas a 15000 g por 5 minutos a 4 °C. Descartou-se 0
sobrenadante e o pellet foi seco por 10-15 minutos no fluxo laminar. Posteriormente as
amostras foram ressuspendidas em &agua DEPC (Invitrogen - contém 0,1%
diethylpyrocarbonate) e incubadas por 10 minutos a 55- 60 °C. A integridade do RNA foi

verificada em gel de desnaturante.

3.1.5.2 Gel de Desnaturante

Para cada gel de 40 mL, colocou-se em um erlenmeyer 25 mL de agua miliQ e 0,45 g de
agarose, que depois foi fundido em micro-ondas. Numa capela, adicionou-se 2,8 mL de
tamp&o MOPS e 2,3 mL de formaldeido (SYNTH). Aguardou-se o gel polimerizar em torno
de 30 minutos. Nesse intervalo, as amostras foram preparadas com tampéao de RNA (3
partes de tampao para 1 parte de RNA), as amostras foram entdo aquecias a 60 °C por 5
minutos. Ap6s a polimerizacdo, o gel foi transferido para uma cuba de eletroforese e
adicionou-se tampéao TBE (LGC Biotecnologia) 0,5x até cobrir todo o gel. As amostras foram
adicionadas lentamente nos pocinhos e realizou-se a corrida (100 V por 50 minutos). Apés o

término da corrida, realizou-se a leitura das bandas formadas em transiluminador UV.

3.1.5.3 Quantificacdo do RNA total

Uma aliquota de cada preparagdo de RNA extraido foi quantificada pelo método
espectrofotométrico a 260 nm e a pureza avaliada em um comprimento de onda de 280/260

nm (Beckman DU 640 spectrophometer).
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3.1.5.4 Pureza do RNA total

De modo a verificar a integridade do RNA extraido, realizou-se eletroforese em gel
desnaturante. Para isso, o gel foi preparado com agarose, MOPS 10x, formaldeido e agua
miliQ. O tamp&o de corrida usado foi 0 MOPS 10x. Nas amostras de RNA adicionou-se
tampdo de RNA (3 partes de tampéo para 1 parte de RNA) e foram aquecidas a 55-60 °C
por 5 minutos, a fim de destruir as estruturas secundarias do material. A corrida foi realizada

por 20 minutos em uma voltagem de 100 V.

TAMPAO AMOSTRA DE RNA: Para 1 mL de tampéo:

145 mL H20 DEPC
150 mL MOPS 10x
750 mL formamida
90 mL formaldeido

2 mL brometo de etideo

¢ £ ¢ 1 1 g

1 pitada de azul de bromofenol
= Homogeneizou-se tudo e armazenou em geladeira, ao abrigo

da luz.

TAMPAO MOPS: Para 1 L de tamp&o:

- 83,72 g MOPS (0,4M)
= 8,2 g acetato de sodio
= 20 mL EDTA 0,5M pH=8
= Misturarou-se todos os componentes e 700 mL de agua MiliQ,

em agitador magnético

v

Ajustou pH

4

Completou para 1 L e depois foi autoclavado

= Armazenou ao abrigo da luz, mantendo sempre estéril

3.1.5.5 Tratamento de RNA com DNAse

A fim de remover possivel DNA gendmico das preparacdes de RNA, o material foi tratado
com kit de DNase | (Fermentas). O RNA foi incubado com 10x reaction buffer com MgCL,,
DNAse | e 4gua DEPC a 37 °C por 1 hora. Posteriormente, adicionou-se EDTA (1 uL para

cada 10 pL do total da reagao) e incubou-se a 65 °C por 10 minutos.
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3.1.5.6 Sintese de cDNA

O RNA tratado com DNase foi convertido em cDNA por transcrigdo reversa utilizando o kit
SuperScript 1l (Invitrogen), sendo cada reacdo preparada em um volume final de 20 pL.
Inicialmente, 1 uyg de RNA foi incubado com oligo DT 50 mM e dNTPmix 10 mM a 65 °C por
5 minutos, e em seguida, mantido no gelo por mais 1 minuto. Decorrido esse tempo,
adicionou-se as amostras uma mistura contendo 25 mM MgCL2, 0,1 M DTT, 40 U/uL RNAse
OUT e 200 U/uL se Superscript lll RT (Invitrogen) e 2 pyL de tampéo da reagéo. A reacao de
transcricdo reversa foi realizada segundo instru¢cdes do fabricante. A mistura foi incubada
por 50 minutos a 50 °C, seguida de 5 minutos a 85 °C. Em seguida as amostras foram

colocadas no gelo, onde se adicionou RNAse H e incubou-se por 20 minutos a 37 °C.

3.1.5.7 PCR em Tempo Real

As reacles de PCR em Tempo Real foram preparadas em volume final de 25 uL, contendo
cDNA, 5 pmol de cada primer e 10 uL de Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2x) ROX
Solution Provided (Fermentas).

Os primers (iniciadores) utilizados no RT-PCR encontram-se na tabela abaixo:

PRIMER FOWARD REVERSE

notch 1 5GCTGGACTGGCGTCAACT?Z 5'CACAGAGCCCTCCATGCT 3'

Tabela 1. Sequéncia de Primers utilizados nos ensaios de gRT-PCR

Utilizou-se o Sistema de PCR em tempo real da Applied Biosystems 7500 para
detectar e quantificar a amplificacdo do DNA com SYBR Green. Os parametros de ciclagem
termal foram feitos de acordo com as instrucdes do fabricante. A mistura foi incubada a 50
°C por 2 minutos, seguida de 10 minutos a 95 °C. Houve 40 ciclos de incubac¢éo a 95 °C por
15 segundos e a 60 °C por 1 minuto. Cada amostra foi testada em triplicata e todas as
quantificagbes foram normalizadas em relacdo a um controle enddgeno (GAPDH).
Expresséao relativa foi calculada pelo método de comparacdo dos valores de CT (limiar da
deteccao).
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3.1.6 Cultivo de células L929 para obtencdo do fator de crescimento para

diferenciagdo de macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

A linhagem de células L929 consiste em fibroblastos imortalizados de camundongo, que
possuem capacidade de secretar fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF) em
seu sobrenadante. Dessa forma, o sobrenadante destas células foi utilizado como fonte de
M-CSF para diferenciacdo de BMDM de camundongos BALB/c, TLR 4 KO e C57BL/6. Para
obtenc&o do sobrenadante, as células foram ajustadas na concentracdo de 1x10° por mL e
foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich) acrescido de 10% e soro fetal bovino (SFB),
(Cultilab) por 7 dias, a 37 °C e 5% de CO,. Apds esse periodo, o sobrenadante contendo M-
CSF foi centrifugado a 1800 RPM por 10 minutos, para retirar totalmente as células
presentes nele. Em seguida, foi filtrado e estocado em nitrogénio liquido até o momento do

uso.

3.1.7 Obtencdo de macr6fagos derivados de medula (BMDMs) de camundongos
BALB/c, C57BL/6 e TLR 4™

Os BMDMs foram obtidos segundo descrito por Marim etal. (2010). Os camundongos foram
eutanasiados em camara de CO, e os fémures dos animais removidos e lavados com PBS
1x para coleta da medula éssea com auxilio de uma seringa de insulina (1 mL). As células
foram incubadas em 10 mL de meio R20/30 (meio RPMI-1640 acrescido de 0.1%
gentamicina, 0.2% bicarbonato de sédio (SYNTH), 0.6% Hepes Buffer, 20% de Soro Fetal
Bovino (Vitrocell-Embriolife) e 30% de LCCM - sobrenadante de cultura de células L929) por
guatro dias em estufa a 37 °C e 5% CO,. A suplementacdo do meio foi feita no quarto dia
com mais 10 mL de R20/30 e o sistema mantido por mais trés dias. Apds esses sete dias de
diferenciacdo, o sobrenadante foi descartado e as células aderidas lavadas com PBS 1x
gelado e mantidas por 10 minutos em gelo. Os macréfagos foram coletados em seguida por
pipetagem e ressuspensos em meio R10/5 (meio RPMI-1640 acrescido de 0.1%
gentamicina, 0.2% bicarbonato de sddio, 0.6% Hepes Buffer,10% de Soro Fetal Bovino e 5%

de LCCM) na concentracao de trabalho indicada.

3.1.8 Unidades formadoras de colbnias

O teste de UFC consiste no crescimento de leveduras de Pbl8 em meio sélido apds
interacdo entre as células e o fungo. As células foram, entdo, lisadas com 800 uL de agua
destilada estéril por aproximadamente 5 minutos, até total lise das células observadas em

microscopio e entdo, 100 uL do sobrenadante foi plaqueado. As placas foram mantidas em
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estufa bacteriol6gica por 20 dias, até crescimento das colénias do fungo. O meio de cultura
utilizado no plagueamento foi o0 meio BHI (KASVI) suplementado com 5% de SFB, como
fonte de fator de crescimento do fungo a ser isolado, conforme descrito por Soares et al.,
2010.

3.1.9 Dosagem de citocinas (ELISA)

Os niveis de IL-6, IL-10 e TNF-a foram mensurados com 0 ensaio imunoenzimatico de
acordo com instrucdes do fabricante (Kit da R&D Systems). Em uma placa de 96 pocos
(Corning) adicionou-se 0 anticorpo anticitocina de interesse como anticorpo de captura,
numa concentragdo recomendada pelo fabricante, diluido em solu¢do salina tamponada
com fosfato — PBS (50 ulL/poco). A placa foi mantida durante uma noite a temperatura
ambiente. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com solucdo tamponada com fosfato
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e incubada por 1 hora a temperatura ambiente, com
uma solucdo de bloqueio constituida de 1% BSA em PBS 1x. Aos pocos, adicionou-se, em
duplicata, a citocina de interesse recombinante para obtencdo de curva padréo, de acordo
com as instrucdes do fabricante, e entdo adicionou-se as amostras do sobrenadante de
cultura de macréfagos interagidas com o fungo seguindo-se de incubacao a temperatura
ambiente por 2 horas. Entdo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T. O anticorpo de
deteccao foi, entdo, adicionado e a placa foi nhovamente incubada a temperatura ambiente
por 2 horas. Decorrido esse tempo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e adicionou-se
avidina conjugada a peroxidase, por 20 minutos, ao abrigo da luz. Novamente realizou-se a
etapa de lavagem e adicionou-se a solucdo reveladora constituida de TMB (BD
Biosciences). A reagdo foi bloqueada apos 20 minutos com &cido sulfdrico 2 N e a leitura

realizada a 450 nm em leitor de microplacas.

3.1.10 Analise de morte celular promovida pelo fungo (LDH — Mensuracdo da Lactato

desidrogenase)

Apos interacdo entre os macréfagos J774 e leveduras de Pb18 realizou-se a mensuracéo da
lactato desidrogenase (CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity — PROMEGA), de modo a
verificar se o fungo tinha a capacidade de matar esses macrofagos. Para isso, o
sobrenadante desse ensaio foi recolhido e 50 uL foram pipetados para uma placa de 96
wells (Corning). Em seguida, adicionou-se 50 uL do substrato em cada poco, e incubou-se
por 30 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo,

adicionou-se 50 pL da solucéo stop. E a leitura foi realizada na absorbéncia de 490 nm.
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3.1.11 Ensaio de Fagocitose

Ap6s cultivo, cerca de 2x10° de J774 e de BMDM/poco foram incubados por 40 minutos em
placa de 24 pocos contendo laminulas circulares de 13 mm de diametro, utilizando-se meio
RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino. Decorrido esse tempo, adicionou-se o DAPT -10
mM/mL (Tocris Bioscences) e LPS -1 mg/mL (Sigma) e incubou-se em estufa de 5% CO, a
37 °C por 24 horas e 16-18 horas respectivamente. Apés esse periodo de incubacgéo, o
sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com PBS 1x, para posterior interacao
com 2x10° leveduras de Pb18/poco para uma cinética de 4, 12 e 24 horas em estufa de 5%
CO, a 37 °C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado para posterior andlise de
citocinas. As laminulas foram coradas com o kit hematolégico comercial Instant-Prov
(Newprov); seguida de fixacdo em laminas utlizando-se o Entellan (MERCK) e,
posteriormente, analise em microscépio Optico. As laminas foram analisadas por meio de
microscopia otica e o indice de fagocitose foi determinado pela equacdo de Campos etal.
(2006), que definiu o indice como o produto entre a percentagem de macrofagos que

fagocitaram pelo menos uma levedura e o numero médio de leveduras nessas células.

3.2 Ensaios in vivo

3.2.1 Fungo

Utilizou-se a cepa virulenta Pb 18 (KASHINO et al., 1987) do P.brasiliensis nos ensaios de
infecgdo. A cepa foi mantida em meio semi-solido Sabouraud-dextrose-agar (KASVI), em

estufa a 37 °C, com repiques quinzenais.

3.2.2 Animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 8 a 12 semanas de vida foram obtidos do
Biotério do Instituto de Quimica e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em padrdo sanitario livre de patdégenos
especificos (SPF) e alimentados com racdo comercial irradiada. Também obtivemos
camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 8 semanas de vida do biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, mantidos em padrdao SPF. Os
camundongos foram eutanasiados de acordo com critérios aprovados pela Comissédo de

Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (CEUA).
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3.2.3 Preparacédo do in6culo de Pb18

Foi realizado de acordo com o protocolo ja descrito na pagina 54.

3.2.4 Inibicdo da via de Notch

Para os ensaios nos quais a via de Notch foi inibida farmacologicamente, DAPT (y-secretase
inhibitor 1X — Calbiochem) foi administrado intraperitonealmente com 8 mg/kg (solucdo: 90%
6leo de milho em etanol — 82,4 uL 6leo de milho (Leve) + 8 uL DAPT + 9,6 uL etanol
absoluto (SIGMA)) ou veiculo (82,4 uL 6leo de milho + 8 uL DMSO (SIGMA) + 9,6 uL etanol
absoluto (SIGMA)) nos camundongos BALB/c e BALB/c NUDE por 15 dias (3 dias com
DAPT/ 3 dias sem DAPT). Decorrido esse periodo, realizou-se a infec¢ao intratragueal com
leveduras de Pb18.

Periodo de 15 dias )
Dia 0 .
- Dia 16 i
3 dias 3 dias 3 dias 3 dias 3 dias 2 2an Sl 45 dlas
L J | J | ) | ) L )
DAPT Sem DAPT DAPT Sem DAPT DAPT Infeccdo -
Eutanasia
Eutanasia

Eutanasia

Figura 6. Tratamento com DAPT. Esquema do tratamento com inibidor farmacol6gico DAPT nos camundongos
BALB/c e BALB/c NUDE por 15 dias, seguido de infecgdo intratraqueal com leveduras de Pb18. Ap6s 24 horas,
20 dias e 45 dias de infeccdo, grupo de 5 animais foram sacrificados e realizou-se os ensaios de ELISA,
dosagem de imunoglobulinas, UFC e marcac¢éo das células do pulméo e linfonodo por citometria de fluxo.

Para este ensaio, dividimos os camundongos em trés grupos, com 5 animais cada:
- grupo controle - PBS (tratamento com veiculo e infec¢cdo com PBS)
- grupo DMSO (tratamento com veiculo e infeccdo com Pb18)

- grupo DAPT (tratamento com inibidor e infeccdo com Pb18)

3.2.5 Infeccéo Intratraqueal

O procedimento foi realizado com animais sob efeito de anestésico: xilazina (pré-anestésico)
(ANASEDAN, Cerva), ketamina (anestésico) (DOPALEN, Cerva) e PBS na propor¢do de
3:3:4. Quando os animais ja estavam insensiveis a dor foi feita uma pequena incisdo
longitudinal na pele do pescoco e a traqueia foi exposta. Os animais foram, entdo,
infectados com uma suspensdo contendo 1x10° de leveduras/mL contidas em 50 pL de

PBS. Apdés a inoculacéo, a incisao foi suturada e os animais foram colocados sob uma fonte
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moderada de calor (lampada) para controlar a hipotermia transitéria produzida pela

anestesia, até acordarem.

3.2.6 Antigeno Livre da Parede do Fungo (CFA)

O fungo P. brasiliensis isolado Pb18 na sua fase de levedura foi colocado em 10 mL de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2) e agitado em vortex por
aproximadamente 10 minutos. Posteriormente o material foi centrifugado por 5 minutos a
2000 RPM, do qual foi recolhido o sobrenadante para obtencdo do CFA.

3.2.7 Dosagem de Imunoglobulinas totais e isotipos

A dosagem de IgG total foi realizada por ELISA, com CFA na concentracdo de 4 ug/mL
diluido em tampao carbonato (Na,CO; 0,795 g em 500 mL de agua destilada). Os isotipos
foram dosados na presenca de 4 ug/mL de CFA diluido no mesmo tampéo. As placas foram
incubadas por 16-18 horas em temperatura ambiente. ApGs o tempo de incubacéo, realizou-
se 3 lavagens com PBS-Tween 20, seguido da adicdo de 200 uL da solucédo de blogueio
(PBS + 5% de leite molico + 2,5% de BSA) e incubou-se a 37 °C por duas horas.
Posteriormente, desprezamos a solucdo de bloqueio e sem lavar as placas, adicionamos 0s
soros dos animais (diluido na propor¢édo de 1:50 em PBS-leite). Incubou-se a temperatura
ambiente por 1 hora. Em seguida lavamos as placas 3 vezes com PBS-Tween 20 e
adicionamos 50 upL do anticorpo conjugado previamente titulado (anti-mouse IgG-
peroxidase). Incubou-se a temperatura ambiente por 1 hora. As placas novamente foram
lavadas e adicionamos 100 uL/ pog¢o da solucéo revelacdo (1 mg/mL de OPD em tampéo
citrato fosfato). Incubou-se por 15 minutos no escuro. A reacgao foi parada com 50 uL H,SO,4

4 N. A leitura foi realizada no leitor de ELISA com o filtro de 492 nm.

3.2.9 Imunofenotipagem de células dos pulmbes e dos linfonodos regionais apoés
tratamento com DAPT por 15 dias e infecc¢do intratraqueal com leveduras do Pb18 por

citometria de fluxo

Os pulmdes e linfonodos regionais (axilares e paratimicos) dos camundongos BALB/c e
BALB/c NUDE foram macerados com 1mL de PBS 1x. As particulas maiores foram
removidas com auxilio do cell strainer 70um (BD Falcon). As células totais foram ajustadas
na concentracéo de 5x10° de células/poco e marcadas com os anticorpos: anti-CD11c APC
(N418 — Biolegend), anti-MHC-II (I-A) PE (NIMR-4 - eBioscience), anti-CD11b PE (M1/70 —
BD Bioscience), anti-NK1.1 PE (PK136 — BD Bioscencie), anti-Ly6C and Ly6G (RB6-8C5),
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anti-F4/80 APC (BM8 — eBioscience), anti-CD19 PE (eBiolD3 — eBioscience), anti-CD3
PercP (145-2C11 — Biolegend), anti-CD4 PE (H129,19 BD Bioscencie), anti-CD8 APC (53-
6.7 Biolegend).

Como controle utilizaram-se camundongos infectados com PBS. A analise por
citometria de fluxo foi realizada utilizando-se o aparelho FACS CANTO (Brcton & Dickison),
as subpopulagbes celulares foram reconhecidas por meio das propriedades FSC e SSC,
gue avaliam o tamanho e a complexidade interna, respectivamente. Apos a aquisi¢cdo de

dados necessarios, estes foram analisados utilizados o programa FlowJo.

3.2.8 Ensaio de Linfoproliferacéo

Para o ensaio de linfoproliferagdo dois grupos, de 5 camundongos BALB/c cada, foram
tratados por 15 dias com DAPT intraperitonealmente e depois infectados intratraquealmente,
com 1,5x10° leveduras da cepa Pb18. Apés 20 dias de infeccdo foram eutanasiados na
camara de CO,, e o baco retirado. Os 6rgaos foram colocados em um filtro de células de 70
um (BD Falcon), encaixado em um tubo Falcon (BD Falcon) de 50 mL. Posteriormente,
foram macerados e adicionamos PBS 1x para lavar o filtro, a fim de obter o maior numero de

células. O pool de células esplénicas foi centrifugado a 500 g por 5 minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 5 mL de
tampdo hemolitico, para lise das hemacias, por 4 minutos. Posteriormente, acrescentou-se
15 mL de PBS 1x e uma nova centrifugagcdo foi realizada para retirar os excessos de
fragmentos celulares. O pellet foi ressuspendido com 3 mL de meio R10 suplementado (1%
de Aminoacidos Nao Essenciais - MEM NEAA (Gibco) + 1% Piruvato de Sédio (Gibco)),
para a contagem na camara de Neubauer foi usado azul de Trypan. Apds a contagem das
células, utilizamos o marcador fluorescente CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl Ester,

Invitrogen), de acordo com o protocolo do KIT.

As células foram ajustadas na concentracéo de 1x10/mL, em seguida, centrifugadas
a 500 g por 5 minutos. O pellet foi ressuspenso com 1 mL de PBS estéril aquecido a 37 °C,
contendo 2 uM de CFSE. Incubamos a suspensao por 10 minutos a 37 °C, ao abrigo da luz,
no entanto, de 2 em 2 minutos realizamos vigorosa agitacdo com pipeta de 1000 L, a qual
facilita a entrada do CFSE nas células de forma mais homogénea. Em seguida, foram
realizadas 3 lavagens com meio RPMI e o pellet final foi ressuspenso com o meio R10
suplementado. Uma aliquota da suspensao foi analisada para verificarmos a eficiéncia da

marcacao por citometria de fluxo.

Posteriormente, realizamos uma nova contagem e as células foram ajustadas na

concentracdo de 3x10° em volume de 200 pL. Em placa de 96 pogos de fundo U (Costar,
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3799), adicionamos as células, juntamente os estimulos. Utilizamos como controle positivo
Phitohemaglutinina (10uL/200uL) e como estimulo do fungo, o CFA (4 ug/mL). Por fim,

incubamos a placa por 5 dias em estufa a 37 °C, em atmosfera contendo 5% CO..

No 5° dia, o contelido da incubacéo foi transferido para uma placa de fundo em “V”,
seguido de centrifugacao, 500 g por 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em tampao FACs
para o inicio da marcagdo com anticorpos de citometria. A marcacao foi realizada com
anticorpos na diluicdo de 1:50 em PBS 1X acrescido de 1% de SFB. Os anticorpos
monoclonais (BD) utilizados foram: anti-CD3 PercP (145-2C11 — Biolegend), anti-CD4 PE
(H129.19 — BD Bioscience) e anti-CD8 APC (53-6.7 — Biolegend). As células com os
anticorpos foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz, a 4 °C. Posteriormente, as
células foram centrifugadas e ressuspensas em 200 uL de tampao FACs e adquiridas por
citbmetro de fluxo. A proliferagdo foi determinada pela diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia do CFSE.

3.2.9 Dosagem de Citocinas

Os niveis de IL-6, IL-10, TNF-a, IL-17, IL-1B e IFN-yforam mensurados com o0 ensaio
imunoenzimatico de acordo com instru¢des do fabricante (Kit da R&D Systems). Em uma
placa de 96 pogos (Corning) adicionou-se o anticorpo anticitocina de interesse como
anticorpo de captura, numa concentracdo recomendada pelo fabricante, diluido em solucéo
salina tamponada com fosfato — PBS (50 pL/poco). A placa foi mantida durante uma noite a
temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com solu¢do tamponada
com fosfato contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente, com uma solucédo de bloqueio constituida de 1% BSA em PBS 1x. Aos poc¢os,
adicionou-se, em duplicata, a citocina de interesse recombinante para obtencdo de curva
padrdo, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Adicionou-se as amostras do
sobrenadante de cultura de macrofagos interagidos com o fungo seguindo-se de incubacao
a temperatura ambiente por 2 horas. Entdo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e o
anticorpo de detecc¢éo foi, entdo, adicionado; a placa foi incubada a temperatura ambiente
por 2 horas. Decorrido esse tempo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e adicionou-se
avidina conjugada a peroxidase por 20 minutos, ao abrigo da luz. Novamente realizou-se a
etapa de lavagem e adicionou-se a solucao reveladora constituida de TMB. A reacéo foi
bloqueada apds 20 minutos com acido sulfdrico 2 N e a leitura realizada a 450 nm em leitor

de microplacas.
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3.3 Andlise estatistica

A anadlise estatistica aplicada aos resultados obtidos foi realizada pelo programa Prism
GraphPad, sendo que as andlises estatisticas foram usadas de acordo com a distribuicao

dos dados obtidos.
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4. Resultados

4.1 Ensaios com macrofagos J774

4.1.1 Andlise da expresséo génica do receptor Notch 1 em macrofagos apos
interacdo de 24 horas com leveduras do Pbl8, na auséncia e presenca de
DAPT

A fim de estudarmos a capacidade do Pb18 em modular a ativacdo do receptor Notch 1 em
macroéfagos da linhagem J774 e verificarmos se o inibidor farmacologico DAPT é capaz de
blogquear a niveis transcricionais da expressao génica do mesmo receptor, realizamos o
ensaio de PCR em tempo real. Conforme a figura 7, podemos verificar que o fungo Pb18
consegue induzir o aumento a niveis transcricionais do receptor Notch 1 em macréfagos
J774 apbs 24 horas de interagdo; e ao utilizarmos o DAPT, é possivel observar diminuicao

dos niveis transcricionais desse receptor.
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Figura 7. Analise transcricional do receptor Notch 1 em macréfagos J774 apds interagao de 24 horas com
leveduras do Pb18. Macrofagos J774 foram interagidos na proporgdo de 1:1 com leveduras do Pbl18 por 24
horas. Decorrido o tempo de interacao, foi extraido o RNA total das células, sintetizado o cDNA e realizamos o
ensaio de PCR em tempo real. Os niveis de transcritos foram analisados por gRT-PCR usando como controle
enddgeno o GAPDH. O ensaio foi realizado no aparelho 7500 Fast Real Time PCR Systems e a analise seguiu o
método de quantificagdo relativa (AACT - ciclo linear). Resultado apresentado como média de trés experimentos
independentes, analisado pelo teste de Kruskal-Wallis, comparagdo multipla de Dunn’s (P<0,05). Resultado
expresso em média dos niveis dos transcritos, com desvio padrdo da média.
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4.1.2 Analise das unidades formadoras de colénias do Pb18 apds 24 horas de

interacdo com macréfagos J774, na presenca ou auséncia de LPS/DAPT

Macréfagos sao células fagociticas profissionais, com alta capacidade fungicida. Sabendo
disso, serd que essa capacidade fagocitica tem alguma relacdo com a via de sinalizacéo
Notch? Serd que ao inibirmos essa via, a viabilidade do fungo aumenta? De modo a
responder esses questionamentos, o ensaio de UFC foi realizado para verificarmos a
viabilidade do fungo na presenca e auséncia da via de Notch, assim como se existe relagéo

com a via de TLR 4 (ativagao por LPS).

Como podemos constatar na figura 8, apés interacdo de 24 horas entre macrofagos J774 e
leveduras do Pb18 na presenca tanto de LPS (ativador da via de TLR 4) e DAPT (inibidor da
via de Notch) ha diminuicdo da carga flungica, quando comparamos com o0 grupo que foi
ativado com LPS. Isso nos permite dizer que na auséncia de Notch e concomitante ativacédo
de TLR 4, os macrofagos J774 sdo mais fungicidas, capazes de diminuir a carga fangica.
Entretanto, ndo h& diferenca significativa entre o grupo apenas com Pbl8 e com
Pb18+DAPT.
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Figura 8. Unidades formadoras de colénias apés 24 horas de interagcdo entre macrofagos J774 e
leveduras de Pb18 na presenca ou auséncia de LPS/DAPT. Macrofagos J774 foram interagidos com
leveduras de Pb18 na proporgdo de 1:1 por 24 horas. Decorrido o tempo de interacéo, as células foram lisadas
com &gua e o fungo internalizado pelo macréfago foi plaqueado em meio BHI suplementado com 5% SFB, e
incubado em estufa 37 °C/5% CO, por 20 dias. Apds o tempo de crescimento, as colénias dos fungos vivos
foram contadas. Resultado apresentado como média de 6 experimentos independentes, analisado pelo teste de
Kruskal-Wallis, comparagéo multipla de Dunn’s (P<0,05). Resultado expresso em média de UFC/mL, com desvio
padrdo da mediana.
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4.1.3 Dosagem da producéo de citocinas (IL-6 e TNF-a) ap0s interagcao de 4h,
12h e 24 horas entre macrofagos J774 e leveduras do Pb18, na presenca ou
auséncia de LPS/DAPT

A producgdo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos € extremamente importante na
resposta imune contra fungos. A resposta imune dependerd de quais citocinas séo
produzidas e liberadas, sendo que as citocinas pré-inflamatérias sdo as mais eficazes logo
no inicio da infec¢éo. Dessa forma, verificamos a dosagem da producgéo de IL-6 e TNF-a

apos interacdo entre os macrofagos e Pb18.

4.1.3.1 Dosagem de IL-6

A IL-6 é uma citocina que tem um papel importante na regulacdo do sistema imune,
hematopoiese, inflamacéo e oncogénese, e que sua producdo pode ser relacionada com o
reconhecimento de patdgenos por receptores de reconhecimento padrao (PRR), além de ser
importante na PCM. Verificamos, entdo, se a via de sinaliza¢do Notch tem alguma influéncia
na producdo desta citocina, apos interacdo na proporcao de 1:1 entre macréfagos J774 e
leveduras de Pb18.

Analisando a figura 9, é possivel verificar que a producao de IL-6 é dependente da ativacao
de Notch, visto que com o DAPT hé& quase total diminuicdo de IL-6. Isso esta de acordo com
0 observado por Wongchana & Palaga (2011), trabalho no qual eles demonstraram que a

producéo de IL-6 é diretamente regulada pela ativacdo do receptor Notch em macréfagos.

Verificamos também, que na presenca de LPS, ha aumento da producdo de IL-6, mas
guando had LPS e DAPT concomitantemente, existe diminuicdo da producdo de IL-6,

principalmente nos tempos de 12 e 24 horas de interacéo.
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Figura 9. Perfil da secrecao de IL-6 ap0s interacdo de 4, 12 e 24 horas entre macréfagos J774 e leveduras
de Pb18. Decorrido os tempos de intera¢éo, o sobrenadante foi recolhido e mensuramos a producédo de IL-6.
Realizamos a técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante, para mensuracao dos niveis
da citocinas IL-6 no sobrenadante do ensaio de cinética entre macréfagos J774 e leveduras do Pb18. Resultado
representativo de trés experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-way ANOVA, Bonferroni
posttest (P<0,0001). Resultado expresso em média de concentra¢do (pg/mL) com desvio padrdo da média.

4.1.3.2 Dosagem de TNF-a

A citocina TNF-a. é produzida por diferentes tipos celulares, sendo um agente pro-
inflamatorio potente, rapidamente liberada no inicio da infeccdo, e regula diversas funcdes
dos macrofagos. Assim, realizar analise desta citocina é indispensavel quando queremos
verificar a resposta imune de macréfagos. Sera que a inibicdo da sinalizagdo Notch interfere

na producao dessa citocina?

Como podemos verificar na figura 10, h& interferéncia da produgdo de TNF-o quando
inibimos a via de sinalizacdo Notch. Nos tempos de 12 e 24 horas, principalmente, na
presenca de DAPT é possivel constatar aumento de TNF-a, e esse aumento fica mais
acentuado quando ha ativagdo da via de TLR 4 por LPS. Ou seja, inibir a via de Notch, ao
mesmo tempo em que ativa a via de TLR 4 induz aumento da producdo de TNF-o em
macrofagos, apds 12 e 24 horas de interacdo com leveduras do Pb18.
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Figura 10. Perfil da secrecdo de TNF-a apds interacdo de 4, 12 e 24 horas entre macréfagos J774 e
leveduras de Pb18. Decorrido os tempos de interagdo, o sobrenadante foi recolhido e mensuramos a producéo
de TNF-a. Realizamos a técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante, para mensuragao
dos niveis da citocinas TNF-a. no sobrenadante do ensaio de cinética entre macrofagos J774 e leveduras do
Pb18. Resultado representativo de trés experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-way ANOVA,
Bonferroni posttest (P<0,0001). Resultado expresso em média de concentragdo (pg/mL) com desvio padrdo da
média.

4.1.4 Analise de morte celular promovida pelo fungo

Uma pergunta que surgiu ao longo dos experimentos foi: “O fungo tem a capacidade de
matar o macrofago? Sera que todas essas diferencas que estamos verificando séo devido a
morte de macrofagos?” Para responder esses questionamentos, realizamos o ensaio de
mensuracdo da lactato desidrogenase ou ensaio de citotoxicidade. A LDH é um marcador

enzimatico, cuja concentracao € inversamente correlacionada com a viabilidade celular.

Ao obervarmos a figura 11, constatamos que a porcentagem de morte celular fica no
maximo em torno de 25% (4 horas), e nos demais tempos de interacdo, quase ndo ha morte

celular. Isso nos permite dizer que o fungo néao é citotoxico para os macréfagos J774.
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Figura 11. Determinagdo da citotoxicidade do Pb18 em macrofagos J774 ap0s interacdo de 4, 12 e 24
horas com leveduras de Pbl18, na presenca ou auséncia de LPS/DAPT. Mensuragdo da lactato
desidrogenase no ensaio de cinética de interagcdo entre macréfagos J774 e Pb18. Sobrenadante da interacao foi
recolhido e utilizado para dosagem de LDH. Resultado apresentado como média de dois experimentos
independentes, analisado pelo teste de Kruskal-Wallis, comparagdo multipla de Dunn’s (P<0,05). Resultado
expresso em média da porcentagem de LDH com desvio padrao da média.
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4.2 Ensaios com macrofagos derivados de medula oOssea de

camundongos BALB/c

4.2.1 Analise das unidades formadoras de coldnias ap0s cinética de interacdo

entre macrofagos derivados de medula 6ssea e leveduras de Pb18

Como a linhagem J774 de macréfagos é derivada de mondcitos de camundongos BALB/c,
decidimos usar também macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c a
fim de verificarmos se o perfil analisado dos ensaios se manteria ou seria diferente dos
macréfagos de linhagem. Comecamos entdo, com o ensaio de UFC e realizamos uma

cinética de interacao, por 4, 12 e 24 horas de interacao.

Como é possivel verificar na figura 12, BMDMs tratados com DAPT apresentaram menor
carga fungica, e na presenca de LPS/DAPT houve também diminuicdo da carga fungica.

Resultados similares ao visto com macréfagos J774.
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Figura 12. Unidades formadoras de col6nias apds cinética de interacdo (4, 12 e 24 horas) entre BMDMs e
leveduras de Pb18 na presenca ou auséncia de LPS/DAPT. Macr6fagos BMDMs foram interagidos com
leveduras de Pb18 na proporgdo de 1:1 por 4, 12 e 24 horas. Decorrido o tempo de interagdo, as células foram
lisadas com agua e o fungo internalizado pelo macréfago foi plaqueado em meio BHI suplementado com 5%
SFB, e incubado em estufa 37 °C/5% CO- por 20 dias. Apds o tempo de crescimento, as coldnias dos fungos
vivos foram contadas. Resultado representativo de 3 experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-
away ANOVA, Bonferroni post-test (P<0,0001). Resultado expresso em média de UFC/mL, com desvio padrdo
da mediana.
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4.2.2 Ensaio de Fagocitose

Durante minha dissertacdo de mestrado, resultados com macréfagos J774 evidenciaram
diferenca de fagocitose, quando havia bloqueio da via de sinalizagdo Notch. Serd que esse
perfil € o mesmo em BMDMs de BALB/c? Realizamos, entdo, o ensaio de fagocitose,

também com cinética de interagao.

Obervamos, entdo, que esses macrofagos na presenca de DAPT apresentam diminuicdo do
indice de fagocitose, e na presenca de LPS/DAPT também h& diminuicdo do indice de
fagocitose (Figura 13). Dessa forma, essas células com o bloqueio da sinalizacdo Notch
apresentam menor capacidade fagocitica, mas maior atividade fungicida (menor carga
fungica). Resultado diferente do que observamos em macréfagos J774, no qual apresentam
maior atividade fagocitica com menor carga fungica. Na figura 13, temos a ilustracdo das

leveduras internalizadas nos macréfagos.
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Figura 13. indice de fagocitose de leveduras de Pb18 por BMDMs ap0s cinética de interagéo (4, 12 e 24
horas) na presenca ou auséncia de LPS/DAPT, observada por microscopia. Andlise das laminulas por
microscopia de 100 células viaveis por amostra. indice de fagocitose calculado por meio de multiplicacdo da
proporcdo de células viaveis que fagocitaram pelo nimero médio de leveduras fagocitadas por estas células.
Resultado representativo de 3 experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-Way ANOVA,
Bonferroni post-test (P<0,005). Resultado expresso em indice de fagocitose, com desvio padrao da mediana.
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Figura 14. Fagocitose de leveduras de Pb18 por macrofagos derivados de medula 6ssea de
camundongos BALB/c na presenca ou auséncia de LPS/DAPT, observada por microscopia. (A, E, 1) Perfil
das células ap6s 4, 12 e 24 horas e interagdo com as leveduras na proporcao (1:1). (B, F, J) Perfil das células na
presenca de LPS ap6s 4, 12 e 24 horas e interagdo com as leveduras na proporgdo (1:1). (C, G, K) Perfil das
células na presenca de DAPT ap0s 4, 12 e 24 horas e interagdo com as leveduras na proporcao (1:1). (D, H, L)
Perfil das células na presenca de LPS/DAPT ap6s 4, 12 e 24 horas e interagdo com as leveduras na proporgao
(1:1). As setas apontam as leveduras internalizadas. Coloracdo de Giemsa. Aumento de 400x. Resultado
representativo de trés experimentos independentes.
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4.2.3 Dosagem da producéo de citocinas (IL-6 e TNF-a) apods interacéo de 4, 12
e 24 horas de interacdo entre macrofagos derivados de medula O6ssea e

leveduras do Pb18, na presenca ou auséncia de LPS/DAPT

Em macréfagos J774 observamos que na presenca de LPS/DAPT, ha diminuicéo de IL-6 e
aumento de TNF-a. Mas serd que esse perfil também serd observado em macrofagos

derivados de medula 6ssea? Realizamos, assim, a dosagem de IL-6 e TNF-a ap6s a

cinética de interacao.

4.2.3.1 Dosagem de IL-6

Conforme podemos observar na figura 15, os macrofagos derivados de medula éssea de
camundongos BALB/c na presenca de DAPT apresentam menores concentracdes de IL-6

no sobrenadante e 0 mesmo ocorre na presenca de LPS/DAPT, principalmente apés 12h de

interacao.
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Figura 15. Perfil da secregédo de IL-6 ap0s interacdo de 4, 12 e 24 horas entre BMDMs e leveduras de
Pb18. Decorrido os tempos de interacdo, o sobrenadante foi recolhido e mensuramos a producédo de IL-6.
Realizamos a técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante, para mensuracao dos niveis
da citocinas IL-6 no sobrenadante do ensaio de cinética entre BMDMs e leveduras do Pbl18. Resultado
representativo de trés experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-way ANOVA, Bonferroni
posttest (***P<0,0001; **P<0,001; *P<0,05). Resultado expresso em média de concentracdo (pg/mL) com desvio
padrdo da média.
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4.2.3.2 Dosagem de TNF-a

Ja na figura 16, conseguimos analisar que o perfil de secrecao de TNF-a é 0 oposto ao da
IL-6. Na presenca de DAPT existe aumento da secrecdo desta citocina e este aumento
também € visto na presenca de LPS/DAPT. Resultados similares ao que vimos com
macrofagos J774.
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Figura 16. Perfil da secrecdo de TNF-a ap0s interacdo de 4, 12 e 24 horas entre BMDMs e leveduras de
Pb18. Decorrido os tempos de intera¢éo, o sobrenadante foi recolhido e mensuramos a produgéo de TNF-a.
Realizamos a técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante, para mensuragdo dos niveis
da citocinas TNF-o. no sobrenadante do ensaio de cinética entre BMDMs e leveduras do Pb18. Resultado
representativo de trés experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-way ANOVA, Bonferroni
posttest (*P<0,05). Resultado expresso em média de concentracdo (pg/mL) com desvio padrdo da média.
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4.3 Ensaios com macrofagos derivados de medula oOssea de
camundongos C57BL/6 e TLR 4"

4.3.1 Analise das unidades formadoras de col6nias apés interacdo entre

macrofagos derivados de medula 6ssea com leveduras do Pb18

De maneira a entender a importancia da sinalizacdo via receptor TLR 4 e sua relacdo com a
via de sinalizacdo Notch utilizamos macréfagos derivados de medula dssea de
camundongos TLR 47 e como controle macréfagos derivados de camundongos C57BL/6.

Na figura 17, constatamos que a auséncia de TLR 4 ja diminui a carga fungica ao comparar
com o controle (WT), sendo independente da sinalizagcdo Notch, jA que na presenca de

DAPT a carga fungica fica semelhante ao controle com DAPT.

%

5000+ I

40004

3000+
TLR4 KO

2000- J_I:—
TLR4 KO
1000+ _y‘,;v_

u I I I I
sem DAPT ' : com DAPT

CFU/mL

Figura 17. Comparacdo entre as unidades formadoras de col6nias ap6s 24 horas de interagdo entre
BMDMs de camundongos C57BL/6 (WT) e TLR 4" e leveduras de Pb18 na presenca ou auséncia de
LPS/DAPT. Macro6fagos foram interagidos com leveduras de Pb18 na proporcéo de 1:1 por 24 horas. Decorrido o
tempo de interagdo, as células foram lisadas com agua e o fungo internalizado pelo macréfago foi plagueado em
meio BHI suplementado com 5% SFB, e incubado em estufa 37 °C/5% CO, por 20 dias. Ap6s o tempo de
crescimento, as colbnias dos fungos vivos foram contadas. Resultado apresentado como média de 2
experimentos independentes, analisado pelo One Way ANOVA, Kruskal Wallis test (P<0,05). Resultado expresso
em média de UFC/mL, com desvio padrdo da mediana.
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4.3.2 Ensaio de Fagocitose

Como observamos diferenca na carga fungica ap6s interacéo entre macréfagos de medula
tanto de C57BL/6 como de TLR 47, fomos ent&o investigar se ha alteracéo na capacidade
fagocitica destas células, na presenca de DAPT.

Na figura 18, é evidente que os macréfagos derivados de camundongos TLR 4™ apresentam
maior capacidade fagocitica que os controle (C57BL/6) e isso ocorre mesmo na presenca de
DAPT. O bloqueio da sinalizacdo Notch em macréfagos controle evidencia uma queda na
capacidade fagocitica, € 0 mesmo é observada nos macréfagos de TLR 47, entretanto, a
auséncia do receptor TLR 4 nao parece interferir tanto na capacidade fagocitica das células.
Na figura 19, a ilustracdo com as leveduras internalizadas nos macréfagos de camundongos

C57BI6 (leveduras indicadas pelas setas pretas). E na figura 20, em macréfagos de
camundongos TLR4 ™",
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Figura 18. indice de fagocitose de leveduras de Pb18 por BMDMs de camundongos C57BL/6 e TLR 4"
apos inibicao da sinalizacdo Notch, observada por microscopia. Andlise das laminulas por microscopia de
100 células viaveis por amostra. Indice de fagocitose calculado por meio de multiplicacdo da proporgéo de
células viaveis que fagocitaram pelo niumero médio de leveduras fagocitadas por estas células. Resultado
representativo de 3 experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-Way ANOVA, Bonferroni post-test
(P<0,005). Resultado expresso em indice de fagocitose, com desvio padrdo da mediana.
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Figura 19. Fagocitose de leveduras de Pb18 por BMDMs de camundongos C57BL/6 na presenca ou
auséncia de DAPT, observada por microscopia. (A), (C) e (E) Perfil das células apds 4, 12 e 24 horas
(respectivamente) de interagdo com as leveduras na proporcéo (1:1). (B), (D) e (F) Perfil das células na presenca
de DAPT apés 4, 12 e 24 horas (respectivamente) de interagdo com as leveduras na proporgdo (1:1). As setas

apontam as leveduras internalizadas. Coloragdo de Giemsa. Aumento de 400x. Resultado representativo de trés
experimentos independentes.
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Figura 20. Fagocitose de leveduras de Pb18 por BMDMs de camundongos TLR 4" na presenca ou
auséncia de DAPT, observada por microscopia. (A), (C) e (E) Perfil das células apds 4, 12 e 24 horas
(respectivamente) de interagdo com as leveduras na proporgédo (1:1). (B), (D) e (F) Perfil das células na presenca
de DAPT apés 4, 12 e 24 horas (respectivamente) de interagdo com as leveduras na proporgdo (1:1). As setas
apontam as leveduras internalizadas. Coloracao de Giemsa. Aumento de 400x. Resultado representativo de trés
experimentos independentes.

4.3.3 Dosagem da producao da citocina IL-6 apés interacéo de 4, 12 e 24 horas
de interacdo entre macréfagos derivados de medula éssea de camundongos
C57BL/6 e TLR 4™ e leveduras do Pb18, na presenca ou auséncia de DAPT

Realizamos também a dosagem da producdo de citocinas, principalmente IL-6 apods a
cinética de interacdo entre macrofagos e leveduras do Pb18. Na figura 22, verificamos que
os macroéfagos derivados de medula de ambos os camundongos apresentam baixos niveis
de citocinas, tanto na presenca quanto na auséncia de DAPT. Apenas em 24 horas de
interacdo, nos macrofagos dos camundongos controle (C57BL/6) que ha um pico de
producao de IL-6 na presenca de DAPT, que condiz com o observado nos outros modelos.

A dosagem de TNF-a apresentou resultados abaixo do limite de detecgéo.
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Figura 21. Perfil da secre¢do de IL-6 ap0s interacdo de 4, 12 e 24 horas entre BMDMs e leveduras de
Pb18. Decorrido os tempos de interacdo, o sobrenadante foi recolhido e mensuramos a producdo de IL-6.
Realizamos a técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante, para mensuracgao dos niveis
da citocinas IL-6 no sobrenadante do ensaio de cinética entre BMDMs e leveduras do Pb18. Resultado
representativo de dois experimentos independentes, analisado pelo teste de Two-way ANOVA, Bonferroni
posttest (**P<0,001). Resultado expresso em média de concentra¢do (pg/mL) com desvio padrdo da média.
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4.4 Ensaios de tratamento com DAPT em camundongos BALB/c

Nossos resultados em modelos in vitro mostraram-se muito promissores, com diminuicdo da
carga fangica. Entdo, veio a pergunta: Se tratdssemos camundongos com o inibidor da
sinalizacdo Notch antes de realizarmos a infec¢do, a carga fangica diminuird? Esse

tratamento tera algum efeito na imunidade dos camundongos?

Para responder essas perguntas, realizamos um protocolo de tratamento com esse inibidor.
O tratamento foi baseado nos trabalhos de McGowan e colaboradores (2011), Jin e
colaboradores (2011) e Maeda e colaboradores (2007) para montarmos nosso protocolo de

tratamento, descrito em material e métodos.

4.4.1 Andlise das unidades formadoras de coldnias de pulmbes de

camundongos tratados com DAPT apds 24 horas, 20 dias e 45 dias de infeccao

ApoOs os tempos de infec¢des, os camundongos foram eutanasiados e coletamos os

pulmdes para realizarmos os ensaios de UFC.

Nossos resultados demonstram gue os camundongos tratados com DAPT apresentaram
diminuicdo da carga fangica ap6s 24 horas de infeccdo e principalmente apds 45 dias de

infeccéo.
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Figura 22. Unidades formadoras de col6nias dos pulmfes de camundongos BALB/c tratados com DAPT
por 15 dias e infectados com leveduras de Pbl18 (106) por 24 horas, 20 dias e 45 dias. Camundongos
BALB/c foram tratados intraperitonealmente com DAPT por 15 dias e depois infectados com 1x10° de leveduras
de Pb18. Apds 24 horas, 20 dias e 45 dias de infeccdo os animais foram eutanasiados e obtidos os pulmdes para
analise das unidades formadoras de colbnias. (A) Unidades formadoras de coldnias ap6s 24 horas de
infeccdo, com n=2. (B) Unidades formadoras de coldnias apés 20 dias de infec¢gdo, com n=6. (C)
Unidades formadoras de colénias apds 45 dias de infec¢cdo, com n=8 no grupo DMSO e n=7 no grupo
DAPT. Resultado apresentado como média de 3 experimentos independentes, analisados pelo teste t, unpaired t

test com Welch’s correction (P<0,05).

4.4.2 Perfil das células pulmonares ap0s tratamento com DAPT e infec¢do com

leveduras de Pb18 por 20 dias

Conhecer o perfil de células presentes no pulmao, principal 6rgdo da PCM, é extremamente
importante para sabermos como 0 sistema imune estd agindo contra o fungo. Como
podemos obervar nas figuras 23 e 24, o grupo tratado com DAPT apresenta maior
porcentagem de células CD11b" no pulmao, apés 20 dias de infeccdo. Isso pode indicar que
o tratamento induz ao aumento de possivelmente macrofagos, células importantes no

controle da infec¢céo por Pb18.



84

PBS DMSO _ DAPT

APC
A A

CD11c*MHC-II*

FSC-H

CD11b*

PE

W

PerCP / C

CD3*CD4*

0 107 10° 10 10°

PerCP N

CD3*CD8*

> APC

Figura 23. Perfil das células Eulmonares apos tratamento de 15 dias com DAPT e infeccdo por 20 dias
com leveduras do Pb18 (10°). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 1x10° leveduras do Pb18 ou PBS por 20 dias. Decorrido o tempo de infeccéo,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizacdo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (PE), (C) anti-CD3 (PerCP), anti-CD4
(PE), anti-CD8 (APC). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO) e analisado pelo software
FlowJo. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados sao representativos de um experimento.
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Figura 24. Porcentagem das células pulmonares ap0s tratamento de 15 dias com DAPT e infeccédo por 20
dias com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 20 dias. Decorrido o tempo de infeccao,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizagdo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (PE), (C) anti-CD3 (PerCP), anti-CD4
(PE), anti-CD8 (APC). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado pelo software
FlowJo e expressos em mediana. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados s&o representativos de um
experimento.

4.4.3 Perfil das células T dos linfonodos ap6s tratamento com DAPT e infeccéo

por 20 dias com leveduras de Pb18

Durante o processo infeccioso, os linfocitos estdo em plena proliferacdo nos linfonodos.
Com isso, analisamos o perfil desses linfocitos presentes nos linfonodos regionais, axilares
e paratimicos. Conforme figura 25 e 26, podemos verificar que apds 20 dias de infeccédo, os
animais tratados apresentaram um pequeno aumento de células CD3'CD4", quando
comparadas com animal ndo tratado e infectado (DMSO). E em relacdo as células

CD3'CD8" quase néo ha alteragdo na porcentagem em ambos 0s grupos.
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Figura 25. Perfil das células T dos linfonodos apds tratamento de 15 dias com DAPT e infecgdo por 20
dias com leveduras do Pb18 (10 ). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 20 dias. Decorrldo 0 tempo de infecg¢éo,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizacdo da
marcagdo com anti-CD3 (PercP), anti-CD4 (PE), anti-CD8(APC). (A) Grupo PBS. (B) Grupo DMSO e (C) Grupo
DAPT. O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO) e analisado pelo software FlowJo. Foram
obtidos 50.000 eventos. Os dados séo representativos de um experimento.
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Figura 26. Porcentagem das células T dos linfonodos ap6s tratamento de 15 dias com DAPT e infecgao
por 20 dias com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo
(DMSO) e infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 20 dias. Decorrido o tempo de
infeccao, as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracéo de 5x10° para a realizacéo da
marcagdo com anti-CD3 (PerCP), anti-CD4 (PE), anti-CD8 (APC). (A) Porcentagem de células CD3'CD4". (B)
Porcentagem de células CD3'CD8". O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado
pelo software FlowJo e expressos em mediana. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados s&o representativos de
um experimento.

4.4.4 Perfil das células pulmonares apés tratamento com DAPT por 15 dias e
infeccdo por 45 dias com leveduras de Pb18

O perfil das células presentes no pulméo apds 45 dias de infeccdo também foi analisado,
para verificarmos se havia diferencas entre os grupos (tratado-DAPT e néo tratado-PBS).
Nas figuras 27 e 28, podemos constatar que apenas as células CD11b*F4/80" ainda est&o

em maior quantidade mesmo apos 45 dias de infecgéo, no grupo tratado (DAPT).

Em relacdo as outras células, CD11c*MHC-II" e NK1.1" estdo em menor quantidade tanto
no grupo nao tratado e infectado (DMSO) quanto no grupo tratado (DAPT), quando
comparamos com o grupo ndo infectado (PBS).

Ja as células Ly6C-Ly6G" apresentam menor quantidade apenas no grupo tratado. Ambos
0s grupos controle ndo infectado (PBS) e ndo tratado e infectado (DMSO) apresentam niveis

muito similares dessas células.

Isso indica um perfil de células menos ativadas visto que a doenga esté evoluindo para cura,

e diminuindo a inflamagé&o dos pulmbes.
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Figura 27. Perfil das células Eulmonares apos tratamento de 15 dias com DAPT e infeccdo por 45 dias
com leveduras do Pb18 (10°). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de infeccao,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizacdo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-NK1.1 (PE), (C) anti-Ly6C and Ly6G (APC),
(D) anti-CD11b (PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO) e analisado pelo software
FlowJo. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados séo representativos de um experimento.
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Figura 28. Porcentagem das células pulmonares ap6s tratamento de 15 dias com DAPT e infec¢édo por 45
dias com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de infeccao,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizacdo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-NK1.1 (PE), (C) anti-Ly6C and Ly6G (APC),
(D) anti-CD11b (PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado pelo software
FlowJo e expressos em mediana. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados s&o representativos de um
experimento.
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4.4.5 Perfil de citocinas no pulmé&o ap6s tratamento com DAPT e infeccdo com
leveduras de Pb18 por 24 horas, 20 dias e 45 dias de infec¢céo

O perfil de citocinas é extremamente importante no desenvolvimento da resposta
imunolégica. Dado essa importancia, verificamos se havia diferenca na producao do perfil de
citocinas nos pulmdes dos animais tratados e nado tratados. As citocinas dosadas foram IL-6,
TNF-qa, IL-17, IL-10, IFN-y e IL-1p.

Nossos resultados (figura 29) evidenciam que com o tratamento, ap6s 24 horas, 20 dias e
45 dias de infeccdo h& diminuicdo de IL-6, o que era esperado. Percebe-se também
diminuicdo de IL-17 e TNF-a. com o tratamento apds 20 dias e 45 dias de infeccdo. Quase
ndo h& producado de IL-10 e de IFN-y. A producéo de IL-1B também apresenta diminuicao
apos 20 dias e 45 dias de infeccdo, mas o grupo tratado (DAPT) tem mais produgéo dessa
citocina do que o grupo ndo tratado. Isso evidencia que com 20 dias 0s animais tratados ja
comecam a apresentar um perfil de regulacdo da resposta imune, com diminuicdo da
producao de citocinas e esse perfil se acentua mais com 45 dias pés infeccdo. Dessa forma,

o tratamento com DAPT parece contribuir com a melhora do quadro dos camundongos.
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Figura 29. Perfil de produc¢ao de citocinas dos pulmdes de camundongos BALB/c tratados com DAPT por
15 dias e infectados por 24 horas, 20 dias e 45 dias com leveduras do Pb18 (10°). Aplicacdo da técnica de
ELISA de captura para mensuracgdo dos niveis de citocinas no sobrenadante do pulméo. (A) Perfil da producgao
de IL-6 nos pulmé&o dos camundongos tratados e ndo tratados com DAPT apds 24 horas e 20 dias de
infeccdo. (B) Perfil da producdo de TNF-a nos pulmdo dos camundongos tratados e nédo tratados com
DAPT ap6s 24 horas e 20 dias de infeccdo. (C) Perfil da produgdo de IL-17 nos pulmées dos
camundongos tratados e ndo tratados com DAPT ap0s 24 horasoras e 20 dias de infeccdo. (D) Perfil da
producédo de IFN-y nos pulméo dos camundongos tratados e ndo tratados com DAPT apds 24 horas e 20
dias de infecgdo. (E) Perfil da producéo de IL-1B nos pulmao dos camundongos tratados e néo tratados
com DAPT apds 24 horas e 20 dias de infeccdo. (F) Perfil da produgcdo de IL-10 nos pulmé&o dos
camundongos tratados e nao tratados com DAPT apds 24 horas e 20 dias de infec¢cdo. Resultados
representativos de dois experimentos. Resultados expressos em mediana dos dados e analisados por teste Two-
Way ANOVA, bonferroni posttest, onde *p<0,05 e **p<0,01. (n=7)
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4.4.6 Dosagem de titulos IgG total e isotipos apdés tratamento de 15 dias com
DAPT e infeccao de 24 horas, 20 dias e 45 dias com leveduras do Pb18

Para avaliarmos a resposta humoral induzida quando realizamos o tratamento com DAPT,
obtivemos 0 sangue dos animais por puncdo intracardiaca, separamos 0 SOro por
centrifugacdo e por fim dosamos os titulos de IgG total e os isotipos IgG1l e IgG2a por
ELISA.
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Figura 30. Producdo de IgG total apds tratamento intraperitoneal de 15 dias com DAPT seguida de
infecgdo intratraqueal com leveduras de Pb18 (106) por 24 horas, 20 dias e 45 dias. Decorrido o periodo de
tratamento e de infeccdo podemos observar aumento da densidade éptica de IgG total. Apos 15 dias de
tratamento com inibidor e 24 horas, 20 dias e 45 dias de infeccdo, o soro dos animais foi obtido e a dosagem de
IgG foi realizada na diluicdo 1:50 e na presenca de 4mg de CFA (antigeno livre de parede do fungo). (A)
Infeccd@o por 24 horas. (B) Infecgcéo por 20 dias. (C) Infec¢éo por 45 dias. Resultado expresso em mediana
da densidade optica, com desvio padrdo da média de trés experimentos independentes, analisados por test t
paired test onde ** p<0,005
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Nossos resultados (figura 30) indicam que com o tratamento, e apds principalmente 45 dias
de infeccdo ha aumento dos titulos de anticorpos, indicando que houve uma ativacdo da

resposta humoral com aumento da producéo de anticorpos contra o Pb18.

Assim, realizamos a isotipagem desses anticorpos (figuras 31 e 32). Podemos observar que
ap6s 20 dias de infeccdo, no grupo tratado com DAPT ha aumento dos titulos de IgG1, e
gue esse aumento se mantém por 45 dias. Em relagdo a IgG2a (figura 32), podemos
obervar apenas um aumento em 20 dias de infec¢do do grupo tratado com DAPT, apos esse

periodo, os titulo de IgG2a ficam similares em ambos 0s grupos.
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Figura 31. Isotipos de IgG1 ap6s tratamento intraperitoneal de 15 dias com DAPT seguida de infecgéo
intratraqueal com leveduras de Pb18 (106) por 24 horas, 20 dias e 45 dias. Decorrido o periodo de
tratamento e de infec¢cdo podemos observar aumento da densidade Optica de IgG 1. Apds 15 dias de tratamento
com inibidor e 24 horas, 20 dias e 45 dias de infec¢do, o soro dos animais foi obtido e a dosagem dos isotipos de
IgG1 foi realizada na diluicdo 1:50 e na presenca de 4mg de CFA (antigeno livre de parede do fungo). (A)
Infecgdo por 24 horas. (B) Infecgdo por 20 dias. (C) Infeccdo por 45 dias. Resultado expresso em mediana
da densidade éptica, com desvio padrdo da média de trés experimentos independentes, analisados por test t,
paired test onde * p<0,05.
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Figura 32. Isotipos de IgG2a apés tratamento intraperitoneal de 15 dias com DAPT seguida de infecgéo
intratraqueal com leveduras de Pb18 (106) por 24 horas, 20 dias e 45 dias. Apés 15 dias de tratamento com
inibidor e 24 horas, 20 dias e 45 dias de infeccdo, o soro dos animais foi obtido e a dosagem dos isotipos de
igG2a foi realizada na diluicdo 1:50 e na presenca de 4mg de CFA (antigeno livre de parede do fungo). (A)
Infeccd@o por 24 horas. (B) Infeccéo por 20 dias. (C) Infeccdo por 45 dias. Resultado expresso em mediana
da densidade optica, com desvio padrdo da média de trés experimentos independentes, analisados por test t,
paired test onde ** p<0,005.
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4.4.7 Ensaio de Linfoproliferacéo

Este ensaio foi realizado para verificarmos se o tratamento nos camundongos interfere na
capacidade de proliferacdo dos linfécitos. Para isso, os camundongos foram tratados de
acordo com o protocolo descrito anteriormente e infectados com 1x10° de leveduras de
Pb18. Decorrido 20 dias de infecgao, retiramos os bagos desses animais e realizamos o
ensaio de linfoproliferacao.

Nés verificamos de acordo com a figura 33, que o tratamento com DAPT néo interfere na
capacidade de proliferacéo de células T, visto que na presenca de phitohemaglutinina ocorre
a proliferacdo, tanto de células T CD4" quanto de células T CD8". Entretanto, podemos
observar também a proliferacdo com estimulo especifico (CFA) existe, mas quase nédo ha
diferenca entre os grupos tratado e ndo tratado. E a proliferacdo apresentou um perfil com
mais células T CD8" do que células TCD4".
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Figura 33. Ensaio de linfoproliferacdo com esplenécitos de bagco de camundongos tratados (DAPT) e nao
tratados (DMSO), infectados com leveduras de Pb18 (106) por 20 dias. Os camundongos foram tratados
intraperitonealmente com DAPT ou veiculo e infectados com 1x10° de leveduras de Pb18 por 20 dias. Decorrido
o tempo de infec¢do, os esplenécitos foram marcados com CFSE e estimulados com phitohemaglutinina
(controle positivo) e CFA do Pb18. Apos 5 dias de incubacao, a linfoproliferacéo das células foi avaliada por meio
da diminuicdo da fluorescéncia utilizando de citometria de fluxo, no citbmetro FACS CANTO, e analisado pelo
software FlowJo. Resultado expresso em mediana da porcentagem de células FITC®. (A) Porcentagem de
células FITC'CD4". (B) Porcentagem de células FITC'CD8". Resultado analisado por Two-way ANOVA,
boferroni post-test. Resultados representativos de um experimento.
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4.4.8 Dosagem de IFN-y ap6s ensaio de linfoproliferagao

Apés realizarmos o ensaio de linfoproliferacdo, recolhemos o sobrenadante para
verificarmos as citocinas que foram produzidas. Entretanto, devido a pequena quantidade de
sobrenadante que havia (200 pL), conseguimos apenas dosar IFN-y e IL-17. Em relacdo a
IL-17, os resultados ficaram abaixo do limiar de deteccéo.

Conforme figura 34, observa-se que quase nao ha producao de IFN-y quando as células sdo
estimuladas com o antigeno especifico do fungo Pb18, apenas ha producdo dessa citocina

na presenca do estimulo positivo (phitohemaglutinina).

IFN-y

23 DMSO
3 DAPT

Figura 34. Dosagem de IFN-y apds proliferagdo dos linfocitos por 5 dias. O ensaio de linfoproliferagdo foi
realizado conforme descrito anteriormente, e recolhemos os sobrenadantes para dosagem de citocinas por meio
da técnica de ELISA de captura, de acordo com protocolo do fabricante. Resultado representativo de um
experimento, analisado pelo teste de Two-Way ANOVA, Bonderroni posttest. Resultado expresso em média de
concentragdo (pg/mL) com desvio padrdo da média (P<0,001).
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4.5 Ensaios de tratamento com DAPT em camundongos BALBI/c
NUDE

Como observamos que o tratamento com DAPT (bloqueio da via de Notch) em
camundongos BALB/c diminuiu a carga fungica nos pulmdes ap0s 45 dias de infeccao, nos
veio a seguinte pergunta: sera que essa diminuicdo de carga fangica observada nos

pulm®es apoés 45 dias de infeccdo € dependente ou independente de linfocitos T?

Para responder essa pergunta, realizamos o mesmo tratamento em camundongos BALB/c

NUDE, pois estes possuem o timo atrofiado e por consequéncia auséncia de linfécitos T.

45.1 Andlise das unidades formadoras de colénias de pulmfes de

camundongos tratados com DAPT ap06s 45 dias de infec¢cédo

Apoés o tempo de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados e coletamos os pulmdes

para realizarmos os ensaios de UFC.

Nossos resultados demonstram que os camundongos tratados com DAPT néo

apresentaram diminuicdo da carga fungica apos 45 dias de infec¢éo (figura 35).
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Figura 35. Unidades formadoras de coldnias dos pulmdes de camundongos BALB/c NUDE tratados com
DAPT por 15 dias e infectados com leveduras de Pb18 (106) por 45 dias. Camundongos BALB/c NUDE foram
tratados intraperitonealmente com DAPT por 15 dias e depois infectados com 10° de leveduras de Pb18. Apos
45 dias de infec¢do os animais foram eutanasiados e obtidos os pulm&es para analise das unidades formadoras
de colbnias. Unidades formadoras de col6nias apos 45 dias de infeccdo, com n=5. Resultado apresentado como
mediana dos valores e representativo de um experimento independente, analisados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov.
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4.5.2 Perfil das células pulmonares ap0s tratamento com DAPT por 15 dias e

infeccdo por 45 dias com leveduras de Pb18

O perfil das células presentes no pulmdo de camundongos BALB/c NUDE apés 45 dias de
infeccdo foi analisado, para verificarmos se havia diferencas entre as linhagens de

camundongos, assim como, diferenca entre o perfil das células apds o tratamento.

O perfil celular das células do pulmdo dos camundongos BALB/c NUDE é diferente do
observado nos camundongos BALB/c. Esses animais possuem mais células CD19,
provavelmente como forma de compensar a falta de células T. Conforme figura 36 e 37,
podemos observar que ndo ha diferenca entre a porcentagem de células entre os
camundongos tratados (DAPT) e néo tratados (DMSO), logo apresentam um perfil de

células similar.

A B
25+ 50-
20+ o 404 I I
:=3 b ; g.. E
E 154 § 30
o 3 i
S : ]
a 101 < 20-
[&] b a -
] 3
* 5 = 101
I] T T l]' T T
C PBS DMSO DAPT D PES DMSO DAPT
60~ 401
I
g 407 o
= a
Q o
© ==
= 20- ]
0 PES DMSO DAPT PBS DMSO DAPT

Figura 36. Porcentagem das células pulmonares ap6s tratamento de 15 dias com DAPT e infec¢édo por 45
dias com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c NUDE foram tratados com DAPT e/ou veiculo
(DMSO) e infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de
infec¢do, as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentragéo de 5x10° para a realizacédo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (PE), anti- Ly6C and Ly6G (APC), (C)
anti-CD11b (FITC), (D) anti-CD19 (PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado
pelo software FlowJo e expressos em mediana. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados séo representativos de
um experimento.
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Figura 37. Perfil das células pulmonares apds tratamento de 15 dias com DAPT e infec¢cdo por 45 dias
com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c NUDE foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de infeccao,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizagdo da
marcagdo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (PE), anti- Ly6C and Ly6G (APC), (C)
anti-CD11b (FITC), (D) anti-CD19 (PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado
pelo software FlowJo. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados sdo representativos de um experimento.
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4.5.3 Perfil das células dos linfonodos axilares e paratimicos apés tratamento

com DAPT por 15 dias e infeccéo por 45 dias com leveduras de Pb18

Também realizamos a analise do perfil celular presente nos linfonodos dos camundongos
BALB/c NUDE, a fim de verificarmos se existe diferenca entre as linhagens de

camundongos e também se o tratamento com DAPT interfere nesse perfil.

De acordo com a figura 38 e 39, verificamos que nao h& diferenca de porcentagem de
células entre ambos os grupos, tratado (DAPT) e nao tratado (DMSQO), demonstrando que o

tratamento nao interfere no perfil de células dos linfonodos.
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Figura 38. Porcentagem das células dos linfonodos apds tratamento de 15 dias com DAPT e infec¢éo por
45 dias com leveduras do Pbh18 (106). Camundongos BALB/c NUDE foram tratados com DAPT e/ou veiculo
(DMSO) e infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de
infeccao, as células totais dos linfonodos foram obtidas e ajustadas na concentragdo de 5x10° para a realizagcdo
da marcacédo com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (FITC) F4/80 (APC), (C) anti-CD19
(PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado pelo software FlowJo e expressos
em mediana. Foram obtidos 50.000 eventos. Os dados sao representativos de um experimento.
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Figura 39. Perfil das células dos linfonodos apds tratamento de 15 dias com DAPT e infeccédo por 45 dias
com leveduras do Pb18 (106). Camundongos BALB/c NUDE foram tratados com DAPT e/ou veiculo (DMSO) e
infectados intratraquealmente com 10° leveduras do Pb18 ou PBS por 45 dias. Decorrido o tempo de infeccao,
as células totais dos pulmdes foram obtidas e ajustadas na concentracdo de 5x10° para a realizacdo da
marcag¢do com (A) anti-CD11c (APC), anti-MHC-II (PE), (B) anti-CD11b (FITC) F4/80 (APC), (C) anti-CD19
(PE). O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO), analisado pelo software FlowJo. Foram
obtidos 50.000 eventos. Os dados séo representativos de um experimento.

4.5.4 Perfil de citocinas do pulmédo dos camundongos BALB/c NUDE apés 15

dias de tratamento e infec¢cdo com leveduras do Pb18 por 45 dias

Sera que os camundongos BALB/c NUDE apresentam um perfil diferente de producdo de
citocinas nos pulmdes, e sera que o tratamento com DAPT interfere nesse perfil? Para

responder essas perguntas, realizamos a dosagem das citocinas IL-6, TNF-a, IL-1f e IL-10.

Ao analisarmos a figura 40, podemos constatar que a infeccdo com Pb18, sem tratamento
(DMSO) consegue induzir a producdo de IL-6, TNF-a, IL-1b e IL-10. Os camundongos

tratados antes da infec¢cdo (DAPT) possuem menor producdo de TNF-qa, IL-1p e IL-10.
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Além disso, verificamos que o tratamento com DAPT nesses camundongos néo foi capaz de

diminuir a producéo de IL-6, como ja observamos nos camundongos BALBI/c.
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Figura 40. Perfil de producédo de citocinas dos pulmdes de camundongos BALB/c NUDE tratados com
DAPT por 15 dias e infectados por 45 dias com leveduras do Pb18 (106). Aplicacdo da técnica de ELISA de
captura para mensuragdo dos niveis de citocinas no sobrenadante do pulmé&o. (A) Perfil da producéo de IL-6
nos pulméo dos camundongos tratados e nao tratados com DAPT ap0s 45 dias de infec¢do. (B) Perfil da
producdo de TNF-a nos pulmdes dos camundongos tratados e néo tratados com DAPT apds 45 dias de
infec¢do. (C) Perfil da produgéo de IL-1p nos pulm8es dos camundongos tratados e ndo tratados com
DAPT ap0s 45 dias de infeccdo. (D) Perfil da producédo de IL-10 nos pulm&es dos camundongos tratados
e nao tratados com DAPT apés 45 dias. Resultado representativo de um experimento. Resultados expressos
em mediana dos dados e analisados por teste t, unpaired t test com Welch'’s correction. (n=5)
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4.5.5 Perfil de citocinas dos linfonodos apds tratamento de 15 dias com DAPT

e infeccdo com leveduras do Pb18 por 45 dias

A dosagem das citocinas dos linfonodos desses animais foram realizadas para melhor
compreensdo da complexidade da resposta imunoldgica na auséncia de linfcitos T. Sera
gue o tratamento com DAPT interfere na producdo de citocinas? Sera que apresenta um
perfil diferente dos linfonodos dos camundongos BALB/c? Essas foram as perguntas que

tentamos responder.

Na figura 41, verificamos que quase ndo ha diferenca na producdo de citocinas dos
linfonodos desses animais, entre os grupos tratados (DAPT) e ndo tratados (DMSO).

Podemos constatar que ha um pequeno aumento de IL-6 e TNF-a no grupo tratado (DAPT).
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Figura 41. Perfil de producédo de citocinas dos linfonofodos de camundongos BALB/c NUDE tratados com
DAPT por 15 dias e infectados por 45 dias com leveduras do Pb18 (106). Aplicacdo da técnica de ELISA de
captura para mensuragéo dos niveis de citocinas no sobrenadante do linfonodo. (A) Perfil da producéo de IL-6
nos linfonodos dos camundongos tratados e ndo tratados com DAPT apds 45 dias de infecgdo. (B) Perfil
da producédo de TNF-a nos linfonodos dos camundongos tratados e néo tratados com DAPT apds 45 dias
de infeccdo. (C) Perfil da produgédo de IL-1B nos linfonodos dos camundongos tratados e néo tratados
com DAPT apos 45 dias de infecco. (D) Perfil da produgéo de IL-10 nos linfonodos dos camundongos
tratados e ndo tratados com DAPT apds 45 dias de infecgdo. Resultado representativo de um experimento.
Resultados expressos em mediana dos dados e analisados pelo teste de Kruskall-Wallis, multiplas comparagoes
por Dunns.
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5. Discussao

Macrofagos séo células importantes na resposta imune inata e adaptativa contra
patégenos. O reconhecimento de micro-organismos via receptores TLR em macréfagos
induz aumento das atividades fagociticas e citotdxicas, além da producdo de citocinas
inflamatérias envolvidas na regulacdo da diferenciacdo de células T. Além disso,
macréfagos apresentam plasticidade, capazes de alterar suas fungBes em respostas a
estimulos ambientais, 0 que lhes confere a capacidade de se adaptarem a diferentes
situacbes (GONZALEZ et al., 2015).

A resposta granulomatosa € um mecanismo complexo de defesa do hospedeiro em
uma tentativa de conter a infeccdo e os agentes infecciosos numa Unica regido, para impedir
a disseminacdo do agente para outros 6rgaos. O balanco desse processo inflamatério é
dependente da dinamica de mediadores inflamatérios, células inflamatérias e células do
tecido. A formacdo do granuloma é caracteristica da PCM, e em modelo animal ha a
formacédo do granuloma do tipo Thl em animais resistentes, com presenca de IFN-y, e do
granuloma do tipo Th2 em animais suscetiveis, com presenca de IL-4, IL-5 e IL-13. Estudos
vém demonstrando que a via de sinalizacdo Notch e TLR participam do processo de
formacgdo dos granulomas, por meio da ativacdo de TLR 9 e do ligante Delta 4. Sabe-se
também, que diferentes agonistas de TLR sdo capazes de modular a expressao dos
receptores Notch e seus ligantes em células apresentadoras de antigenos, e influenciam a
resposta imune do hospedeiro (PALAGA et al., 2008). Dessa forma, essas duas vias de
sinalizacdo parecem colaborar entre si durante o estabelecimento da imunidade frente aos

agentes infecciosos.

Durante o processo infeccioso, regulacdo apropriada da producéo de citocinas para o
controle da inflamacao e da infeccdo é importante, visto que uma resposta inapropriada
pode promover sepse, inflamagao cronica, doencas autoimunes e cancer. E nesse contexto
gue a sinalizacao Notch entra, pois esta envolvida na resposta inflamatéria de macréfagos, e
sua supressédo por inibidores farmacolégicos demonstrou influéncia dessa via na secre¢éo
de mediadores inflamatorios, como TNF-a e IL-6. Dessa forma, nosso estudo verificou a
influéncia que essa via de sinalizacdo podia exercer na resposta imune de macréfagos
contra 0 Pb18, se o fungo é capaz de modular a ativagdo dessa via e se existe uma inter-

relacdo com a via de TLR, sendo esta ativada pelo LPS.

Primeiramente investigamos se o Pb18 era capaz de ativar o receptor Notchl em
macrofagos da linhagem J774. Em nivel transcricional (figura 7) observamos que o Pbl8
consegue ativar o receptor Notchl. E ao utilizar o inibidor farmacolégico da via de Notch

(DAPT), verificamos que h& bloqueio da ativacéo desse receptor.
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Sabe-se que o inibidor farmacolégico da y-secretase que utilizamos em nossos
ensaios tanto in vivo quanto in vitro, reprime a clivagem S3 do receptor Notch 1, impedindo a
liberacao e translocag¢éo do NICD (dominio intracelular do nacleo) o que inibe a ativacdo da
sinalizacdo (ARUMUGAN et al., 2006; GELING et al., 2002).

Observamos que na inibicdo da via de Notch em macréfagos J774, ha diminuicdo da
carga fungica (figura 8). E esta diminui¢do fica mais acentuada quando h& ativacao da via
de TLR 4 com LPS e depois bloqueio da ativacdo do receptor Notchl (DAPT). Isso
demonstra que os macréfagos J774 sao mais eficientes em matar o Pb18 quando ha
ativacdo de TLR 4 juntamente com o bloqueio da ativacdo do receptor Notchl.
Anteriormente, como foi descrita ha minha dissertacdo, na auséncia da ativacdo do receptor
Notchl os macrofagos J774 apresentaram capacidade fagoctitica maior, assim nossos
resultados evidenciaram que o0s macrofagos fagocitam e matam o Pbl8 mais

eficientemente.

Entender o papel das citocinas na atividade de macrofagos contra o Pbl8 é
extremamente importante para elucidar os mecanismos de defesa da paracoccidioidomicose
especialmente nos estagios iniciais da infec¢do, sendo IL-6 uma citocina extremamente
importante no processo infeccioso e inflamatério. Como demonstrado por Siqueira e
colaboradores (2009), a IL-6 parece contribuir com a patogénese da infec¢do pela cepa
virulenta Pb18, ao promover o crescimento do fungo nos estagios iniciais de fagocitose.
Esse efeito de desativacdo da IL-6 em macréfagos com consequente aumento do
crescimento do fungo ja foi descrito em outros estudos com microrganismos intracelulares
gue sao capazes de induzir a sintese de IL-6 por células fagociticas. Dessa forma, nossos
resultados evidenciaram que o fungo tem a capacidade de promover a producéo de IL-6 via
TLR 4-Notchl, fazendo-nos supor que essa citocina seja importante para o estabelecimento

da doenca ao ser benéfica para o fungo e prejudicar o hospedeiro.

De acordo com Bermudez e colaboradores (1992) e Siqueira e colaboradores (2009),
0o aumento da producdo de IL-6 € dependente da regulacdo negativa de TNF-a em
macrofagos. A producéo inicial de IL-6 pode inibir eficientemente a producdo de TNF-a e
consequentemente prejudicar a atividade fungicida de mondécitos contra a cepa virulenta do
Pb18. Nossos dados demonstram que concomitante ao aumento da producdo de IL-6,
guando macrofagos J774 sdo estimulados com LPS existe diminuigdo da producao de TNF-

a, corroborando com esses estudos anteriormente realizados.

Palaga e Wongchana (2011) demonstraram que o RBP-J (CSL) é capaz de ligar-se
ao DNA na regido promotora de IL-6 regulando diretamente a produc¢éo de IL-6 impedindo

gue o NF-kB tenha acesso a esse promotor. Assim, a ativacao de Notch 1 (observavel pelo
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aumento de transcri¢cao do receptor Notch 1) é capaz de ativar o RBP-J e induzir & producéo
de IL-6; porém, essa producdo somente passa a ser relevante, quando temos coestimulo da
via de TLR 4 (por meio do LPS).

A analise da morte celular dos macrofagos demonstrou que o fungo nao é citotéxico
para essas células (figura 11). Esse resultado corrobora com os resultados de fagocitose ja
demonstrados nos nossos outros estudos, ao revelar que os macréfagos sdo capazes de

fagocitar o fungo e continuam viaveis.

A inter-relagdo entre Notch e TLR ja vem sendo estudada. Tsao e colaboradores
(2011) demonstraram que o LPS é capaz de induzir uma resposta inflamatéria e que essa
resposta € atenuada na presenca do inibidor y-secretase. Hu e colaboradores (2008)
verificaram que a estimulagédo de LPS induz a expressédo dos genes alvo da via de Notch
hes 1 e hey 1, sem aumentar a expressao de NICD em macrofagos. Zhang e colaboradores
(2012) demonstraram que a interagédo entre TLR e Notch é complexa, e assim como outro
processo fisiolégico, é necessario um balanco entre as duas vias. Nesse trabalho foi
possivel verificar que a ativacdo de TLR 4/9 induz a expressdo de Notch 1/2 em
macréfagos, e que a ativacdo de Notch suprime a producdo de citocinas inflamatérias
produzidas por TLR, ao mesmo tempo em que ocorre um feedback na ativacdo dos genes
alvo de Notch. Dessa forma, percebe-se que a colaboracdo entre as duas vias de

sinalizacdo é complexa e depende do modo como ambas séo ativadas.

Observamos em macrofagos J774 que existe ativagdo da via de Notch, com
producédo de IL-6, e ao bloquearmos o receptor Notch 1 h4 diminuicdo de IL-6, aumento de
TNF-o, e diminuigcdo da carga fungica. Com isso, decidimos verificar se esses resultados
seriam reproduziveis em outro tipo de macrofago. Utilizamos macrofagos derivados de
medula 6ssea de camundongos BALB/c. Com essas células realizamos 0s mesmo ensaios
e verificamos que na presenca da ativacdo da via de TLR 4 com LPS concomitante a
inibicdo do receptor Notch 1, ha diminuigcdo dos niveis de IL-6, principalmente apds 12h de
interagdo com leveduras do Pb18. J4 a dosagem de TNF-a evidenciou aumento dessa
citocina em 12h de interacdo nos BMDMs com DAPT e com LPS/DAPT. Perfil de citocinas

similares ao observado com os macréfagos J774.

A carga fungica (figura 12) desses BMDMs também apresentou perfil similar aos
macréfagos J774. Principalmente apés 12h de interacdo na presenca do DAPT e de
DAPT/LPS ha diminuigdo da carga fungica. Entretanto, o indice de fagocitose (figura 13)
apresentou resultado diferente do observado com os macréfagos J774. Na presenca do
DAPT, principalmente em 12h e 24 horas de interacdo, ha diminuicdo do indice de

fagocitose. Dessa forma, observamos que o bloqueio do receptor Notch 1 e ativacdo de TLR
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4 nos BMDMs fagocitam menos, mas matam mais eficiente o fungo, visto que a carga
fungica diminui.

Multiplos mecanismos estdo envolvidos no controle da ativagdo de macréfagos, e a via
de sinalizacdo Notch é incluida neste contexto. Diversos estudos vém demonstrando a
correlacdo entre as vias de sinalizagcdo Notch e TLR em macréfagos (FOLDI et al., 2010;
PALAGA et al., 2008). A ativacdo de TLR € capaz de regular a expressao dos ligantes de
Notch e o RBP-J, favorecendo a sinalizagdo Notch. Para melhor caracterizarmos a
interdependéncia entre as vias de TLR e Notch em macréfagos, realizamos ensaios com
macrofagos derivados de medula éssea de camundongos knouckout para o receptor TLR 4,
na presenca/auséncia do DAPT (inibidor da y-secretase). No entanto, verificamos que na
auséncia do receptor TLR 4, ha aumento da fagocitose (figura 18). Ao inibirmos a via de
Notch com DAPT, o indice da fagocitose dos BMDMSs TLR 47 se mantém maior que do WT,
mas diminui quando comparado com as BMDMs TLR 4 sem DAPT. Isso nos leva a
entender que o processo de fagocitose nédo é dependente do receptor TLR 4, mas sim da

interacdo Nocth1-TLR 4, visto que na auséncia de ambos o indice de fagocitose diminui.

Os BMDMs de TLR 4" com DAPT fagocitam menos, mas matam mais
eficientemente o Pb18 observado com a diminui¢cdo da carga fungica (figura 17), indicando
gue a ativacdo do receptor Notchl interfere na capacidade dos macréfagos em matar o
Pb18. Sua auséncia melhora a capacidade microbicida dos macréfagos, e isso independe
de TLR 4.

Ainda com os BMDMs de TLR 47, verificamos a producdo de IL-6 (citocina
extremamente importante na PCM e na via de Notch). Esses macréfagos produzem menos
IL-6, quando comparamos com o WT (C57BL/6), e na presenca do DAPT né&o ha diferenca
significativa. Os macréfagos derivados de camundongos C57BL/6 apresentam um
comportamento diferente do que observamos com os macréfagos de medula de BALBI/c, por

isso um resultado diferente do que observamos anteriormente.

Estudos experimentais demonstraram que leveduras de Pb18 sdo reconhecidas por
receptores do tipo Toll em macroéfagos, resultando no aumento da capacidade fagocitica e
na producdo de NO, mas sem diminuir a carga fungica (CALICH et al., 2008). Assim, o
reconhecimento do fungo via TLR 2 e TLR 4 pode representar um mecanismo de escape

gue permite a replicagcao do fungo no interior de fagdcitos.

Zeng e colaboradores (2012) demonstraram a existéncia de um cross-talk entre TLR
4 e Notch 1 e isso acarreta no aumento do processo inflamatério ao modular a ativacédo de

NF-kB. Nossos resultados colaboram com esse estudo, visto que quando hd ativacdo de
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TLR 4 e de Notch 1 existe o favorecimento do processo inflamatério e consequente

desenvolvimento da doenga.

Durante um processo infeccioso é necessaria uma regulacdo apropriada da
producado de citocinas para o controle da infec¢do e da inflamacao, visto que uma resposta
inapropriada pode promover sepse, inflamacéo crbnica, doencas autoimunes e até cancer. A
sinalizagdo Notch encontra-se nesse contexto, visto que este receptor estd envolvido na
resposta inflamatéria de macréfagos, e sua inibicdo por inibidores farmacoldgicos influencia

na secrecdo de mediadores inflamatdérios.

Os nossos resultados com 0s ensaios in vitro demonstraram que: (1) Quando ha
ativacdo de TLR 4 (LPS) e ativacdo do receptor Notchl nos macréfagos existe aumento da
producéo de IL-6, corroborando com os dados de Hu e colaboradores (2008). (2) Quando
existe a inibicdo de Notch, mesmo com ativacdo de TLR 4 ocorre diminuicdo da producao de
IL-6, sendo justificada pelo fato de a auséncia de Notch ndo promover a ativacdo de RBP-J,
culminando com a supressao de IL-6, porém, essa diminuicdo de IL-6 é balanceada pela
ativacdo de TLR 4 por meio do LPS. Dessa forma, podemos supor que existe a necessidade
de ativacdo de ambas as vias para que exista a producéo de IL-6. Isso pode ser verificado
também com macrofagos derivados de medula éssea. E com a inibicdo de Notchl, os
macréfagos conseguem fagocitar mais eficiente, com diminuicdo da carga fungica.

Com esses resultados, surgiu a pergunta: se a inibicdo da ativacdo do receptor
Notchl em macréfagos favorece a morte do fungo, sera que tem alguma interferéncia na
infeccdo in vivo? Sera que o bloqueio da sinalizagédo Notch é capaz de promover a redugéo
da carga fangica? Para responder essas perguntas, decidimos realizar um protocolo de
tratamento com DAPT nos camundongos BALB/c antes de realizarmos a infeccdo. Os
animais foram tratados com o inibidor da via de Notch de acordo com protocolo baseado nos
trabalhos de Jin e colaboradores (2011) e McGowan e colaboradores (2011) (descrito em
material e métodos) e depois infectados com leveduras do Pb18. Realizamos infec¢édo de 24
horas, 20 dias e 45 dias.

Como é possivel observar na figura 22, existe diminuicdo da carga fungica nos
pulmdes dos camundongos com o tratamento. Apds 24 horas de infeccdo percebemos uma
tendéncia na diminuicdo da carga fangica; com 20 dias de infecgdo ambos os grupos
apresentam carga fangica similar, mas com 45 dias de infeccdo os camundongos tratados
com DAPT apresentam menor carga fungica quando comparados com os camundongos ndo
tratados. Isso evidencia que a ativacéo da sinalizacdo Notch favorece o desenvolvimento da
doenca.

Em relacdo ao perfil de células dos pulmdes dos camundongos, apds 20 dias de

infecc&o, percebemos principalmente aumento de células CD11b", indicativo de que com o
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tratamento ha aumento provavelmente de macréfagos. Nos linfonodos verificamos que com
o tratamento ha um discreto aumento de ambas as células CD3"CD4" e CD3"CD8". Apés 45
dias de infeccdo, constatamos ainda no grupo tratado aumento de células CD11b*F4/80", ou
seja, maior quantidade de macroéfagos nos pulmdes e menor células Ly6c - Ly6G".

O perfil de citocinas nos pulmdes (figura 29) também apresenta diferencas entre o
grupo tratado (DAPT) e nao tratado (DMSO). Verificamos que com o tratamento, ha
diminuicdo de IL-6 (0 que ja era esperado, visto que Notchl controla diretamente a producéo
de IL-6), diminuicdo de IL-17 e de IL-1B, principalmente apds 20 dias de infeccdo. Essa
diminuicdo da producédo de citocinas é um indicio da modulacdo da resposta imunoldgica,
para controlar o processo inflamatério, pois uma inflamacao rigorosa também prejudica o
hospedeiro.

Tavares e colaboradores (2013) demonstraram que a sinalizagéo via IL-1p tem um
papel importante na morte do Pb18 por macréfagos murinos. Na cinética de infeccéo,
verificamos que ha producdo de IL-1B ap0s 24 horas de infec¢do, diminui com 20 dias e
volta a aumentar com 45 dias, no grupo tratado com DAPT. Essa queda de IL-13 em 20 dias

explica porque a carga flngica nesse tempo se manteve parecida nos dois grupos.

Em 2009, Ito e colaboradores evidenciaram num modelo murino a conex&o entre a
sinalizacdo Notch e granulomas inflamatorios. Micobactérias induzem a expressdo do
ligante Delta 4 via TLR 9 , levando a producdo de IL-17 e a formac&o do granuloma. Além
disso, IL-17 induz o recrutamento de neutréfilos para os sitios de infeccdo, para tentar
controlar a infecgdo. Entretanto, foi demonstrado que a producdo de IL-17 promove
inflamacédo e suscetibilidade a infeccdo por C. albicans e A. fumigatus (ZELANTE et al.,
2007; LOURES et al., 2009). Em 2009, Mukherjee e colaboradores demonstraram que a
producao de IL-17 é dependente diretamente da ativacdo da via de Notch e também de IL-6,
assim na auséncia dos sinais de Notch e na auséncia de IL-6 ha diminuicdo dessa citocina.
Nossos resultados evidenciaram que nos pulmdes apds 20 dias de infeccdo, h4d grande
diminuigé@o de IL-17 no grupo tratado com DAPT, corroborando com os estudos anteriores. E
essa diminuigdo de IL-17 também favorece o controle da infecgdo, como visto em outros

modelos de infec¢des flngicas.
As citocinas IL-10 e IFN—y ficaram abaixo do limiar de detecc¢do durante a infeccao.

A sinalizacdo Notch inicialmente tinha sido descrita como uma chave importante na
determinagdo da linhagem celular. Entretanto, sabe-se que ela participa também do
desenvolvimento e diferenciacao de linfécitos T, bem como no desenvolvimento de células T
“helper” na periferia, e geragcdo de células T regulatérias (OSBORNE & MINTER, 2007,
MAEKAWA et al., 2003).
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A caracterizagdo da resposta imune humoral (figura 30) também foi verificada, com
dosagem de IgG total e dos seus isotipos. Nossos resultados evidenciaram que com o
tratamento, ha aumento dos niveis de IgG total no soro dos camundongos, principalmente
apos 45 dias de infeccdo. E ao caracterizarmos o isotipo, ha aumento de ambos 0s isotipos
(IgG1 e IgG2a) nos soros dos camundongos tratados. Isso indica que a partir do 20° dia de
infeccdo até 45° ja ocorre modulagdo da resposta imune humoral, controlando o processo

infeccioso.

Ainda em relacdo ao tratamento in vivo, verificamos se a inibicdo da sinalizacéo
Notch era capaz de interferir na capacidade proliferativa dos linfécitos. Assim, 0 ensaio de
linfoproliferacdo foi realizado (figura 33). N6és observamos que a inibicdo de Notch nao
prejudica a capacidade proliferativa dos linfocitos, pois houve proliferacdo na presenca de
phitohemaglutinina. Entretanto, na presenca do estimulo especifico (CFA) houve
proliferacdo, e foi similar em ambos os grupos tratado (DAPT) e néo tratado (DMSO).
Observamos também que houve maior proliferacdo de células T CD8". Utilizando o
sobrenadante da cultura da linfoproliferacdo, verificamos a produgéo de IFN-y. Contudo, o

CFA nédo induziu a produc¢éo dessa citocina.

Com esses resultados promissores do tratamento in vivo dos camundongos,
optamos por verificar se o controle da carga fangica que observamos era dependente ou
independente das células T. Para isso, camundongos BALB/c NUDE foram utilizados, pois

estes possuem o timo atrofiado e por consequéncia auséncia de linfécitos T.

Nesses animais, observamos que a carga fungica (figura 35) dos pulmdes mantém-
se similares em ambos 0s grupos tratado (DAPT) e néo tratado (DMSO). Dessa forma, o
controle da infeccdo € dependente das células T. Mais ainda, verificamos que ndo ha
diferenca entre o perfil celular dos pulmdes dos camundongos com tratamento (figura 36),
ha apenas aumento de células CD19". Talvez como forma de compensar a falta de células

T. Nos linfonodos, o perfil celular é similar nos dois grupos.

Em relag&o ao perfil de citocinas nos pulmdes, observamos diminuicdo de TNF-a, de
IL-18 e de IL-10 nos camundongos tratados com DAPT. Citocinas nos linfonodos foram
similares em ambos os grupos. Essa diminuicdo de IL-1p explica porque ndo houve controle
da carga fangica, visto que a falta dessa citocina dificulta o processo de morte do Pbl8
pelos macréfagos (TAVARES et al., 2013).

Estudos envolvendo PCM e camundongos BALB/c NUDE mostram que a auséncia
de linfocitos T induz uma infeccdo e doenga mais grave nesses animais, com aumento da
carga fungica e formacao de extensos granulomas indicando a importancia dessas células

no controle da doenca. A auséncia da ativacao de Notch 1 nesses animais, ndo conseguiu
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melhorar o prognéstico da doenga, pois ndo controlou a carga fangica dos pulmdes.
Evidenciando que a diminui¢cdo da carga fungica observada nos camundongos BALB/c com

o tratamento com DAPT é dependente dessas células.

Nossos resultados nos leva a sugerir que o fungo Pb18 utiliza a sinalizacdo Notch1-

TLR 4 em macrdfagos como um mecanismo de escape do Pb18.
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6. Concluséao

- Macroé6fagos J774

v

v

O fungo Pb18 consegue ativar a via de sinalizagéo Notch, ao ativar o receptor
Notch1,;

Blogueio da sinalizacdo Notch com DAPT e concomitante ativacao de TLR 4
promove menor carga fungica, com diminuicdo da producdo de IL-6 e

aumento de TNF-a;

- Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c

v

Blogueio da sinalizacdo Notch com DAPT diminui a carga fungica e
fagocitose. Os macrofagos fagocitam menos, mas sao mais eficientes em
matar o Pb18;

Blogueio da sinalizacdo Notch com DAPT e concomitante ativagdo de TLR 4
diminui a carga fangica e fagocitose;

Bloqueio da sinalizacdo Notch com DAPT e concomitante ativacdo de TLR 4

h& menor producéo de IL-6, com aumento de TNF-a;

- Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos TLR 47

v

v

Auséncia do receptor TLR 4 e blogueio da sinalizagdo Notch diminui a carga
fungica e diminui a fagocitose. Entretanto, apenas auséncia do receptor TLR
4 aumenta a fagocitose. O processo de fagocitose € dependente da relacdo
entre ambos os receptores (Notch e TLR 4);

Auséncia da producao de IL-6 com esses BMDMs;

= Tratamento in vivo com DAPT em camundongos BALB/c

v
v

AN

v

Diminui a carga fungica dos pulmdes;

Diminui producédo de IL-6 nos pulmdes, marcador de bloqueio da sinalizacéo
Notch;

Diminuiu IL-17, citocina também dependente da ativacdo de Notch;

Aumento de células CD11b" nos pulmdes;

Aumento dos niveis de IgG total e isotipos, indicando modulacao da resposta
imune humoral ap6s 20 dias e 45 dias de infeccéo;

Blogueio da sinalizacao Notch nao interfere na proliferacdo de linfécitos;

= Tratamento in vivo com DAPT em camundongos BALB/c NUDE

v

v

Carga fangica similar entre os grupos tratados (DAPT) e néo tratados
(DMSO);

A diminuicao da carga fungica é dependente das células T;
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v Perfil de células pulmonares similares entre os grupos tratados (DAPT) e nao
tratados (DMSO);
v" Diminuicao de TNF-q, IL-1f e IL-10 nos pulmdes.

Podemos concluir gue o fungo Pb18 consegue ativar o receptor Notchl na célula ao
mesmo tempo ocorre ativacdo de TLR 4. Essas ativacdes induzem a producéo de IL-6 por
macro6fagos. Isso diminui a capacidade dos macréfagos em matar o fungo, além de permitir
0 crescimento do fungo no seu interior, agravando o quadro de infeccdo e desenvolvendo a

doenca.

Com o bloqueio da sinalizacdo Notch, ha diminuicdo da producéo de IL-6 e IL-17,
aumento da capacidade fagocitica dos macréfagos e passam a ser mais microbicidas,
diminuindo a carga fangica. Sendo que essa diminuicdo da carga fangica é dependente das

células T. Com isso leva a um progndstico de cura.

Em resumo, nossos resultados sugerem que o fungo Pb18 utiliza a via de sinalizacéo

Notch-TLR 4 como um mecanismo de escape na PCM (figura 43).

Ligante de

TLR4
IL-6 .‘. O %8
Pb18
e © TLR4 ‘ ‘ NOTCH 1
]
/ U D y-secretase \
NICD
- Via de NOTCH - TLR 4:
possivel mecanismo de
escape
K nucleo /
(o] Ci;g (=} (%

o0
7] iﬁ
‘ Carga fungica é/,\ & °
IL-6 N AN t Fagocitose

Figura 42. Notch-TLR 4 como possivel mecanismo de escape do Pb18 em macréfagos.
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