CAMILA VICENTE BONFIM

EXPRESSAO DE RECEPTORES DO TIPO TOLL E
DECTINA EM MONOCITOS E NEUTROFILOS
ESTIMULADOS PELO PARACOCCIDIOIDES

BRASILIENSIS

CAMPINAS

2008



CAMILA VICENTE BONFIM

Este exemplar corresponde a versdo final da
Dissertacio de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduagdo Ciéncias
Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP, para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Meédicas, area de
concentragio Ciéncias Biomédicas do(a)
aluno(a) CAMILA VICENTE BONFIM.
Campinas, 29 de agosto de 2008.

WAl ]
Profia). Dr(a). Maria Heloisa Souza Lima Blotta
Orientador(a)

EXPRESSAO DE RECEPTORES DO TIPO TOLL E
DECTINA EM MONOCITOS E NEUTROFILOS
ESTIMULADOS PELO PARACOCCIDIOIDES

BRASILIENSIS

CAMPINAS

2008

.

1098



Camila Vicente Bonfim

EXPRESSAO DE RECEPTORES DO TIPO TOLL E
DECTINA EM MONOCITOS E NEUTROFILOS
ESTIMULADOS PELO Paracoccidioides

brasiliensis

Dissertacao de mestrado apresentada a Pos-
Graduacao da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas para
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas, area de concentracao em Ciéncias
Biomédicas.

ORIENTADORA: PROFA. DRA. MARIA HELOISA SOUZA LIMA BLOTTA
CO-ORIENTADOR: PROF. DR. RONEI LUCIANO MAMONI

CAMPINAS
2008

i



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP

Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8% / 6044

Bonfim, Camila Vicente
Bb64e Expressao de receptors do tipo Toll e dectina em mondcitos e

Vicente Bonfim. Campinas, SP : [s.n.], 2008.

Orientadores : Maria Heloisa Souza Lima Blotta, Ronei Luciano
Mamoni

Dissertag@o ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Paracoccidioidomicose. 2. Receptores do tipo Toll. 3.

de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

neutréfilos estimulados com Paracoccidioides basiliensis [ Camila

Paracoccidioides brasiliensis. 4. Mondcitos. 1. Blotta, Maria helena
Souza Lima. II. Mamoni, Ronei Luciano. III. Universidade Estadual

Titulo em inglés : Expression of Toll-like receptors and dectin-1 in
monocytes and neutrophils stimulated by Paracoccidioides brasiliensis

Keywords: - Paracoccidioidomycosis
*Toll like receptors
 Paracoccidioides brasiliensis
* Monocytes

Titulacao: Ciéncias Médicas
Area de concentracao: Ciéncias Biomédicas

Banca examinadora:
Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta
Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida

Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos Santos
Profa. Dra. Angélica Zaninelli Schreiber

Data da defesa: 29 - 08 - 2008

v



FOLHA DE APROVACAO

Banca examinadora da Dissertacio de Mestrado

(__)_rientadora: Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blo_tta

1. Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blpﬂa,;ri_."i. i

_____ o

i Prof Dr. Sandro Rogéﬁoé deAlmelda—

Curso de pds-graduagdo em Ciéncias Médicas, da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 29/08/2008

1%

Folha de Aprovacéo



Camila Vicente Bonfim

Ao Deus Bondade,
por iluminar este caminho

onde encontrei pessoas inesqueciveis!

Vil
Dedicatoria



Camila Vicente Bonfim

AGRADECIMENTOS

ix
Agradecimentos



Camila Vicente Bonfim

A Dra. Maria Heloisa de Souza Lima Blotta, por sua orientacdo e
acompanhamento, mas principalmente por ter primeiro confiado em mim e me
concedido a oportunidade de realizar este trabalho. Por isso, o reconhecimento
que tivemos no ultimo Congresso de Paracoccidioidomicose, foi tdo importante!

Muito obrigada!

Ao Dr Ronei Luciano Mamoni, por seu exemplo de dedicacéo e profissionalismo.
Sua orientacdo, incentivo e apoio foram responsaveis pela conclusdo deste
projeto. Seu carinho e amizade vao ficar pra sempre marcados em minha almal!

“Tio, muito muito muito obrigada por tudo!!!”

Aos meus pais, Victor e Edna, e ao meu irm&o Murilo, pelo apoio sem medida!
Pela torcida e oracbes a cada prova, a cada congresso, a cada apresentacao.

Mais do que ninguém, esta conquista € de vocés também!

Ao meu companheiro Dalmo, pela assessoria no inglés! Pela compreensao e
paciéncia com minhas auséncias ao longo destes anos de trabalho. E, sobretudo,

por me ensinar a maior licdo da minha vida! O sentido do Amor!

A Angela, técnica de enfermagem do ambulatério do CIPOI-Unicamp, e a Luzia,
bidloga do Laboratério de Micologia do Departamento de Patologia Clinica HC-

Unicamp, pela competéncia e profissionalismo com os quais sempre pude contar!

xi
Agradecimentos



Camila Vicente Bonfim

Aos amigos Rémulo, Carol e Larissa, pela ajuda, conversas, confidéncias, cafés...
Obrigada por nossa amizade. Vocés tornaram o trabalho muito mais leve e

divertido!!!

Aos amigos do laboratério de Imunologia Molecular e Celular: Marcia, Lisandra,

Cristiane, Fernanda, Fabio, Munir e Ana Lucia, pelo apoio e respeito de todos.

Ao professor Anibal do Departamento de Patologia Clinica da FCM-Unicamp, por

disponibilizar seu laboratério para as analises de citometria.

A pesquisadora Sheley do Hemocentro-Unicamp, pela orientacdo nas andlises de

Q-RT-PCR.

A todos, obrigada por fazerem parte desta histéria!

xiii
Agradecimentos



“Nao é o muito saber que sacia e satisfaz,

mas o sentir e saborear internamente as coisas”

Inécio de Loyola

XV



Camila Vicente Bonfim

SUMARIO

XVvii
Sumario



Camila Vicente Bonfim

RESUMO...... oo e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnr e e eeee s XXXV
ABSTRACT ...t e s e e teeeneeenbeeeneeenreeanee s xli
1Nl (0] 011 0. Yo JOuu TR 47
OBUETIVOS. ... .ottt st et s e e nne e 61
CASUISTICA E METODOS..........cooomiiiiiieiieeieineieie et 65
LI O 1T 1] (o= USRS 67
2.Cultivo das células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265)....... 67
3. Obtencgéao de neutréfilos e mondécitos do sangue periférico...........cccuueee.... 67

4. Co-cultura dos neutrofilos, monécitos com células leveduriformes de P.

DIASIHIENSIS. ...t 69

5. Analise da expressao de TLRs e dectina-1 por citometria de fluxo........... 70
6. Analise da expressao de RNAm para TLRs, dectina-1, TNF-a, IL-10 e

TGF-B por RT-PCR em tempo real.......cccccoeeeeieieieiiiiiieeeeeeeeeee 74

a) Extracdo de RNAM.......oo e 74

b)Tratamento com DNAse para eliminagdo de DNA gendmico..... 75

C) Sintese de CDNA ... 75

d) Protocolo de RT-PCR em tempo real (Q-RT-PCR)................... 76

e) Padronizacéo da técnica de Q-RT-PCR..........coovimiiiiciieeen. 77

f) Andlise e validagcao dos resultados de Q-RT-PCR................... 84

7. Avaliacdo da producao de citocinas por ELISA.........coooiiiieeeeee, 85

8. ANAliSe eStatiStiICA. .. cceii i 85

Xix

Sumario



Camila Vicente Bonfim

RESULTADOS . ... e e e e e e e e et e e e e e e aaaa e eeas 87

1. Analise da expressao de TLR-1, TLR-2, TLR-4 E Dectina-1 em
mondcitos e neutréfilos por Citometria de FIuXo.........ccooeieciiiiiiinneeee. 89

2. Analise da expressdao do RNAm para TLR-1, TLR-2, TLR-4 e Dectina-
. . e 106

1 em MoNnACItOS € NEULIOfIlOS......ceen i

3. Andlise da expressdo do RNAm para TNF-a, IL-10 e TGF-B, em
(Lo glo Y11 (o 1= TR 114

4. Analise da producao de TNF-a, IL-10 e prostraglandina E2 (PGE2) em
sobrenadante de cultura através da técnica de ELISA....................... 116
DISCUSSAOD. ...ttt ettt ettt et en e e e 123
CONCLUSAO. ...ttt ettt ee e ee e ee e 135
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 141
ANEXOS ... ..o e e e e e e e e ————————————————— 155

XXi
Sumario



Camila Vicente Bonfim

LISTA DE ABREVIACOES

XXiii
Lista de Abreviagbes



Camila Vicente Bonfim

PCM
cDNA
CMSP
DC
dNTP
ELISA
FA

FJ
GAPDH
HTT

IFN

IMF

ITAM

LPS

MyD88

NFAT

NF«xB

P. brasiliensis
PAMPs

Pl

paracoccidioidomicose

Acido desoxirribonucléico complementar
células mononucleares do sangue periférico
células dendriticas .

Desoxinucleotideos

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
forma adulta ou crénica

forma juvenil ou aguda
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
hipersensibilidade tardia

Interferon

Imunoglobulina

Interleucina

intensidade média de fluorescéncia

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

Lipopolissacarideo

myeloid differentiation primary-response protein 88

Fator Nuclear de Células T Ativadas

Fator Nuclear Kappa B

Paracoccidioides brasiliensis

Padrdo molecular associado a patégenos ,

PCM-infeccao

XXV
Lista de Abreviagbes



Camila Vicente Bonfim

PRRs
Q-RT-PCR
RNAmM
s/ est
Syk
TGF
Th1
Th2
TLRs
TNF
UBC

Zym

Receptores de reconhecimento padrao

Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

Acido ribonucléico

Sem estimulo

Spleen tyrosine kinase

Fator de transformacao de crescimento

Linfocito T auxiliar tipo1

Linfocito T auxiliar tipo 2

receptores do tipo Toll

Fator de necrose tumoral

Ubiquitina

Zimosan

XXxvii
Lista de Abreviagbes



Camila Vicente Bonfim

LISTA DE FIGURAS

XXIX
Lista de Figuras



Camila Vicente Bonfim

Figura

10

11

12

13

14

Estratégia para determinar a expressao de TLRs e dectina-1
por citometria de fluxo

Curvas de melting representativas de resultados obtidos em
equipamento de PCR em tempo real

Graficos de amplificacao e curva padrao obtidos na
padronizacao da eficiéncia das reagdes de Q-RT-PCR

Analise da expressdo de TLR1 em mondcitos por citometria de
fluxo

Analise da expressao de TLR1 em neutréfilos por citometria de
fluxo

Analise da expressdo de TLR2 em mondcitos por citometria de
fluxo

Analise da expressao de TLR2 em neutréfilos por citometria de
fluxo

Analise da expressao de TLR4 em mondcitos por citometria de
fluxo

Analise da expressao de TLR4 em neutréfilos por citometria de

fluxo

Analise da expressao de dectina-1 em mondcitos por citometria

de fluxo

Analise da expressao de dectina-1 em neutréfilos por citometria

de fluxo

Comparacéo entre marcagao total e de superficie, para
receptores da resposta imune inata em mondcitos

Analise da expressao relativa do RNAm para TLRs e dectina-1
em mondcitos de com LPS e zimosan

Andlise da expressdo do RNAm de TLR-1, por Q-RT-PCR, em

monocitos estimulados com Pb18 e Pb265

Pagina

72

78

81-83

90

91

93

94

96

98

100

102

104-5

107

108

XXXI
Lista de Figuras



Camila Vicente Bonfim

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Analise da expressdo do RNAm de TLR-2, por Q-RT-PCR, em
mondcitos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de TLR-4, por Q-RT-PCR, em
monacitos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de dectina-1, por Q-RT-PCR,
em monacitos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de TLR-1, por Q-RT-PCR, em
neutréfilos estimulados com Pb18 e Pb265

Analise da expressdo do RNAm deTLR-2, por Q-RT-PCR, em
neutréfilos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de TLR-4, por Q-RT-PCR, em
neutrofilos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de dectina-1, por Q-RT-PCR,
em neutréfilos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de TNF-a e TGF-B, por Q-RT-
PCR, em mondcitos estimulados com Pb18 e Pb265

Andlise da expressdao do RNAm de IL-10, por Q-RT-PCR, em
monacitos

Analise da produgéo de TNF- o em sobrenadantes de culturas
de mondcitos

Analise da produgéo de IL-10 em sobrenadantes de culturas de
monaocitos

Razao entre as quantidades de TNF- o e IL-10 (TNF-a/IL-10)
em sobrenadantes de cultura de mondcitos

Analise da produgao de PGE; em sobrenadantes de culturas de
mondcitos

Analise da produgéo de PGE; em sobrenadantes de culturas de
neutréfilos

Esquema do reconhecimento diferencial das cepas de P

brasiliensis

109

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

139

XXXiii
Lista de Figuras



Camila Vicente Bonfim

RESUMO

XXXV
Resumo



Camila Vicente Bonfim

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica causada pelo fungo dimérfico
Paracoccidioides brasiliensis, que pode apresentar-se sob diferentes formas
clinicas, dependendo da resposta imunoldgica do hospedeiro. Trabalhos recentes
tém demonstrado a importancia da resposta inata no direcionamento da resposta
adaptativa. Células do sistema imune inato reconhecem patégenos por meio de
receptores de reconhecimento padrao (PRRs). Dentre esses, podemos destacar a
familia dos receptores do tipo Toll (TLRs) e dos receptores de lectina do tipo C
(CLRs), que possuem membros capazes de reconhecer antigenos fungicos.
Nosso trabalho teve por objetivo avaliar a expressao de TLR-1, TLR-2, TLR-4 e
dectina-1 (CLR) em macréfagos e neutréfilos de individuos saudaveis, apés
exposicao a células leveduriformes das cepas de alta (Pb 18) e baixa (Pb265)
viruléncia de P. brasiliensis. Como controle positivo foram utilizados os ligantes
especificos para TLR-4 (LPS) e TLR-2 e dectina-1 (zimosan). A analise por
citometria de fluxo revelou a reducdo da expressdo de TLRs e dectina-1, mais
evidente em mondcitos do que em neutréfilos e apdés 30 minutos de estimulagao,
indicando que o reconhecimento dos antigenos fungicos resulta na rapida
internalizacao dos receptores. Houve uma tendéncia a um aumento da expressao
relativa do RNAm de TLR-2 e dectina-1 em resposta a estimulacao flngica, em
especial a cepa Pb265. A analise da producao de citocinas (RNAm e proteina)
mostrou que as células fungicas induzem a produgéo de citocinas inflamatérias e
anti-inflamatérias, mas razdo TNF-a/IL-10 diminuida em resposta ao zimosan e
leveduras Pb265 indica uma producdo relativa maior IL-10 nestas condicdes,

enguanto que o estimulo com Pb18 privilegia a producao de TNF-a. Leveduras de
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P. brasiliensis também estimulam a elevada producdao de PGE, tanto por
macrofagos como por neutréfilos, indicando a importancia deste mediador na
relacdo parasita-hospedeiro. Em conjunto, nossos resultados sugerem a
participacdo do TLR-2, TLR-4 e dectina-1 no reconhecimento e internalizagao do
fungo, e consequente ativagdao da resposta imunoldgica ao P. brasiliensis. Além
disso, no caso da infeccdo por Pb265 a inducdo de uma resposta inflamatéria
exacerbada seria contrabalancada pela maior producao de IL-10, o que levaria a

um melhor controle da infec¢ao pelo hospedeiro.

XXXIX
Resumo



Camila Vicente Bonfim

ABSTRACT

xli
Abstract



Camila Vicente Bonfim

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic mycosis in Latin America caused by
the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. The pattern of the immune
responses to P. brasiliensis determines the disease progression and clinical
outcome. Innate immune response is mediated by phagocytic cells, such as
macrophage and neutrophils, which ingest and kill invading pathogens and then
trigger the adaptive immune system through the secretion of cytokines and
chemokines. The C-type like lectin receptors (CLR) and Toll-like receptors (TLRs)
are the two main PRRs for fungal cells. The purpose of the present study was to
evaluate the expression of TLR-1, TLR-2, TLR-4 and dectin-1 (CLR) in monocytes
and neutrophils from healthy individuals after stimulation with Pb18 (high virulence)
and Pb265 (low virulence) yeasts of P. brasiliensis. As positive controls we used
specific ligands to TLR-4 (LPS), TLR-2 and dectin-1 (zymosan). Our results
demonstrated a decreased of TLRs and dectin-1 expression more evident on
monocytes than on neutrophils as soon as 30 minutes after yeast cells stimulation.
This decrease was similar to the one caused by zymosan stimulation and indicates
that up binding the complexes are rapidly internalized. There was a tendency
towards an increased TLR2 and dectin-1 mRNA expression in response to fungal
cells, mainly Pb265. P. brasiliensis yeast cells induced the production of
proinflammatory and antinflammatory cytokines (mMRNA and protein) but the low
ratio between TNF-a and IL-10 in response to zymosan and Pb265 point out to a
preferential production of IL-10, while Pb18 predominantly induced TNF-a
secretion. P. brasiliensis yeast cells also induced an elevated PGE; production by

monocytes and neutrophils showing the important role of this mediator in fungus-
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host relationship. Altogether our results suggest the participation of TLR2, TLR-4
and dectin-1 in P. brasiliensis recognition and internalization and consequent
activation of the immune response against the fungus. Moreover, concerning
Pb265 stimulation the induction of an exacerbate inflammatory response could be
counterbalanced by an increased IL-10 production, resulting in an efficient control

of the infection by the host.
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A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica endémica em
diferentes regides do Brasil, causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis), cujo habitat na natureza ainda € indefinido (Brummer

et al., 1993)

Grande parte dos individuos que entram em contato com o fungo consegue
conter a infeccao e nao desenvolver a doenca. Esse fato é evidenciado pela alta
taxa de moradores de areas endémicas que apresentam teste cutdneo de
hipersensibilidade tardia (HTT) positivo para antigenos do fungo, mas nao
apresentam qualquer sintoma da doenca (Bethlem et al., 1999). Essa condigao,

denominada PCM-infeccao (Pl), € muito mais comum do que a PCM-doenca.

Quando a doenca se estabelece, é caracterizada por um largo espectro de
manifestacdes clinicas, agrupadas em 2 formas principais: a forma adulta ou
cronica (FA), geralmente de evolucdo mais lenta e menos agressiva, e a forma
juvenil (FJ) ou aguda, mais grave. Em ambos os casos a imunidade celular
apresenta-se comprometida, e a auséncia de terapia especifica leva a altas taxas
de mortalidade, principalmente em criancas (Benard et al., 1996; Lacaz et al.,

2002).

A forma juvenil ocorre em criancas e adultos jovens de ambos 0s sexos,
representando menos de 10% da casuistica geral da doenca. A avaliacao clinica
desses pacientes evidencia a presenca de adenomegalia, hepatoesplenomegalia
e eventual disfuncdo de medula éssea, simulando patologias linfoproliferativas.
Nestes casos a evolucao da doenca é rapida, com febre, emagrecimento e

comprometimento do sistema fagocitico-mononuclear (figado, baco, linfonodos e
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medula 6ssea). Os pacientes apresentam resposta imune humoral preservada,
com aumento da producédo de anticorpos especificos do tipo 1gG4, IgE e IgA
(Benard et al., 2001; Mamoni et al., 2001; Mamoni et al., 2002), enquanto a
resposta imune celular a antigenos do fungo é bastante comprometida (Mota et
al., 1985; Benard et al., 1996; Oliveira et al., 2002). A andlise histopatoldgica das
lesbes mostra reagao inflamatéria ndo especifica com formacao de granulomas
frouxos, observando-se multiplicacdo ativa do fungo dentro das células

fagocitarias (Franco et al., 1987).

A forma adulta ocorre em aproximadamente 90% dos pacientes, com
progressao lenta e insidiosa, podendo levar meses ou anos para se estabelecer,
como resultado da reativacdo de um foco latente da infeccao fungica. Nestes
pacientes a doenca pode ser leve, moderada ou grave, com lesées que variam
desde ulceragdo oral isolada até o envolvimento pulmonar difuso. Pode
apresentar-se de forma localizada (unifocal), sendo o pulmdo o 6rgao mais
atingido, mostrando multiplas lesbes em todo o trato respiratério e manifestacoes
clinicas como tosse, expectoracao e dispnéia a esforgos (revisto em Brummer et
al., 1993). A forma crbnica multifocal atinge mais de um érgdo ou sistema,
apresentando sintomas variados com lesbes na mucosa oral, nasal, pele,
linfonodos, e em menor escala nas glandulas adrenais, intestinos e sistema
nervoso central (Franco et al., 1987; Brummer et al., 1993). A resposta imune
humoral caracteriza-se pela producao de niveis elevados de anticorpos do tipo
IgG1 na forma crénica unifocal, e de IgG4 e IgE na forma multifocal (Mamoni et

al., 2001; Mamoni et al., 2002). Pacientes com a FA geralmente apresentam teste
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intradérmico positivo e achados histopatolégicos mostrando granulomas
epitelidides tipicos, que circundam as lesdes e dificultam a multiplicagdo do fungo

(Montenegro, 1986).

Trabalhos anteriores de nosso grupo mostraram que células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) de pacientes com a forma juvenil da PCM proliferam
pouco e produzem preferencialmente citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5) em
resposta a estimulacdo com antigeno de P. brasiliensis. Em contraposicao,
individuos com Pl produzem IFN-y, TNF-a e baixos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10,
caracterizando uma resposta predominantemente Th1. Pacientes com a forma
adulta constituem um grupo intermediario, no qual um perfil heterogéneo de
resposta imune pode ser observado (Oliveira et al.,, 2002). Em estudo
complementar também observamos, por meio de citometria de fluxo, que os
individuos com Pl apresentam uma porcentagem maior de células produtoras de
IFN-y, TNF-a, IL-2, CXCL9 e CXCL10 em comparacdo com os pacientes FA e FJ
da PCM (Mamoni e Blotta, 2006). In vitro, o IFN-y tem um importante papel contra
o fungo, pois € responsavel por ativar os macréfagos, uma das principais células
da resposta imune inata (Diniz et al., 2001; Bozzi et al., 2004),

A importancia do IFN-y reside na sua capacidade de ativar macréfagos
residentes e consequentemente inibir o crescimento intracelular do P. brasiliensis.
Quando estas células ndo sao ativadas, permitem a replicacdo dos fungos
ingeridos (Brummer et al., 1993).

A expressao constitutiva de RNAm de IFN-y em CMSP €& maior em

individuos com PIl, que entraram em contato com o fungo, mas néo
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desenvolveram a doenga, do que em pacientes com a FA, evidenciando o
potencial destes individuos em desenvolver uma resposta do tipo Th1. Por outro
lado, CMSP de pacientes com a FJ, caracterizada como uma forma da doenca
mais grave e disseminada, ndo expressam RNAm de IFN-y de forma constitutiva
(Mamoni e Blotta, 2005).

Em contrapartida, varios estudos associam a IL-10 a uma resposta
deficiente ao P. brasiliensis. Altas concentracées de IL-10 sdo detectadas no
sobrenadante de culturas de CMSP de pacientes de PCM, quando estimuladas
com antigenos de P. brasiliensis, enquanto que em culturas de células de
pacientes tratados os niveis sdo bem menores (Diniz et al., 2001). Neworal et al.
(2003) observaram um aumento de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 e 0
TGF-B, em linfonodos de pacientes com a forma juvenil da PCM, sugerindo que a
estimulacdo da producédo destes fatores pode representar um mecanismo de
escape para o fungo, tornando os macréfagos refratarios aos efeitos
estimuladores do IFN-y e contribuindo para a evolugéo da doenga.

Por outro lado, trabalhos recentes apontam para um papel antiinflamatério
protetor da IL-10 na fase inicial da doenga, o que resguardaria o hospedeiro dos
efeitos deletérios de uma resposta inflamatéria exacerbada (Pina et al.; 2008).

Outro mediador inflamatério que participa da resposta inicial do hospedeiro
ao fungo é a prostaglandina E, (PGE,). Estudos recentes apontam que o P.
brasiliensis € um forte indutor da producdo de PGE; pelo hospedeiro, além do
préprio fungo ser capaz de liberar este mediador (Bordon et al., 2007). Foi

observado que a producao de concentracoes elevadas de PGE» por macréfagos é
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associada a imunossupressao (Edwards et al, 1986), podendo constituir entdo em
um mecanismo de evasao exibido pelo patégeno.

Ainda nao se sabe ao certo quais fatores influenciam o desenvolvimento
das diferencas observadas na resposta imunoldgica adaptativa nas diversas
formas da PCM, mas, provavelmente, componentes da imunidade inata devem
desempenhar um papel importante no direcionamento do sistema de defesa do
hospedeiro. Tradicionalmente considerada apenas a primeira linha de defesa, a
resposta inata tem recebido renovada atengado, pois, apesar da especificidade
limitada, distingue estruturas préprias e nao préprias, ativando mecanismos da
resposta adaptativa por meio de sinais especificos (Sansonetti, 2006),

Na resposta inata, a maioria dos mecanismos de defesa é induzida apés a
infeccdo e a sua ativacdo requer o reconhecimento de estruturas moleculares
compartilhadas por um grande nimero de patégenos, também conhecidas como
padroées moleculares associados a patégenos (PAMPs), por um conjunto de
receptores de reconhecimento padrao (PRRs), que inclui os receptores do tipo Toll
(TLRs). As principais células da resposta imune inata que expressam TLRs sao os
mondcitos, macrofagos, células dendriticas e neutréfilos. Todos os TLRs ativam
um conjunto de respostas estereotipadas, incluindo a inflamacéo. Entretanto,
TLRs individuais também podem induzir programas especificos em células do
sistema imune inato, que sdo moldadas para um patégeno em particular (Romani,
2004; Sansonetti, 2006).

Componentes estruturais altamente conservados presentes na parede das

células fungicas como p-glucanas, quitina e mananas sao criticos para o
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crescimento e a sobrevivéncia dos fungos e constituem PAMPs ideais,
reconhecidos por TLRs expressos em fagécitos e células dendriticas (DC).
Estudos recentes demonstraram um importante envolvimento dos TLRs no
reconhecimento de fungos como Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Coccidioides posadasii e Cryptococcus neoformans (Shoham et al., 2001; Netea
et al., 2002; Bellocchio et al., 2004; Yauch et al., 2004; Viriyakosol et al., 2005;
Nakamura et al., 2006), Em camundongos deficientes de TLRs, bem como de
moléculas sinalizadoras associadas aos TLRs, ficou claro que tanto o TLR-2 como
o TLR-4 tém diferentes papéis na ativagao de resposta imune inata. Tanto TLR-2
como TLR-4 podem ativar o NF-«xB e induzir a expressdao de citocinas
inflamatoérias e moléculas co-estimulatérias por macréfagos e células dendriticas
demonstrando sua participacdo na resposta imune inata e no direcionamento da
resposta adaptativa (Bellocchio et al., 2004). Netea et al. (2002) verificaram que
camundongos deficientes em TLR-4 s&o mais susceptiveis a candidiase
disseminada e que este efeito € mediado pela producdo deficitaria das
quimiocinas KC e MIP-2, resultando em diminuicao do recrutamento de neutrofilos
para o sitio de infeccdo. Também observaram que a producédo de TNF e IL-1p é
fortemente dependente de TLR-2, sugerindo que uma mesma espécie de fungo é
capaz ativar diferentes TLRs (Netea et al., 2002). Todos os TLRs (exceto TLR3)
utilizam vias de sinalizacéo intracelular que sdo dependentes do recrutamento da
molécula adaptadora MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88)
(Akira Takeda, 2004). Desta forma, camundongos deficientes em MyD88 também

apresentam alta suscetibilidade a infeccdo por Candida albicans devido a
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atividade fagocitica deficiente e baixa producgéao citocinas (Bellocchio et al., 2004;
Villamon et al., 2004).

Macrofagos de camundongos deficientes em TLR4 e TLR2 infectados pelo
P. brasiliensis possuem baixa atividade fagocitica, secretam baixas concentracoes
de NO, IL-12 e MCP-1 e maiores niveis de IL-10, mas estas alteracbes nao
refletem em maiores indices de mortalidade (Calich et al., 2008).

Células dendriticas de camundongos suscetiveis a infeccdo pelo P.
brasiliensis apresentam aumento na expressdo de TLR-2, associado a producao
de niveis elevados de IL-10 e TNF-a, enquanto que DCs de camundongos
resistentes apresentam menor expressao de TLR-2 e baixa producao de ambas as
citocinas, demonstrando que o agente etiolégico da PCM apresenta mecanismos
capazes de modular a resposta imunoldgica inata via TLR-2 (Ferreira et al., 2007).

O TLR-2 é um dos PRRs com maior variedade de ligantes descritos,
reconhecendo PAMPs de diferentes tipos de patdgenos. Tal versatilidade de
reconhecimento € devida, em grande parte, a sua capacidade de agir em conjunto
com outras moléculas de TLRs como o TLR1 e TLR6 (Akira e Takeda, 2004).
Dessa forma o TLR2 pode dar origem a diferentes tipos de resposta por parte das
células que expressam essa molécula, originando tanto uma resposta pro-
inflamatéria (com producdo de TNF-a e IL-12p70), como respostas anti-
inflamatorias, principalmente pela indugao da producao de IL-10, e que podem ser
utilizadas por alguns patégenos como possivel mecanismo de escape (Netea et

al., 2006; Pathak et al., 2007).
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Neutréfilos ativados via TLRs limitam a infeccao por meio da fagocitose de
patdgenos, liberagdo de peptideos anti-inflamatérios e citocinas pro-inflamatérias
(Parker et al., 2005). Bellochio et al. (2004b) verificaram que TLRs expressos por
neutréfilos polimorfonucleares murinos e humanos sdo capazes de reconhecer
diferentemente hifas e conidios de A. fumigatus. Netea et al. (2003) também
observaram que hifas de A. fumigatus sao reconhecidas por TLR-4 e CD14, o
mesmo nao ocorrendo com leveduras, sugerindo que o reconhecimento morfo-
especificos permite a evasao da resposta imune. Por outro lado, a capsula de C.
neoformans, composta de glucoronoxilomanana, ativa apenas parcialmente o
TLR, o que explicaria a supressao e a falta de regulacao da resposta imunolégica

do hospedeiro na vigéncia da criptococose (Shoham et al., 2001).

Ao lado dos TLRs, outros PRRs comecam a ser estudados como 0s
receptores da familia das C-lectinas (dectina -1 e 2, DC-SIGN, receptores de
manose). Dentre esses PRRs, destaca-se a dectina-1, com importante papel no
reconhecimento de B—glucanos (Robinson et al., 2006) e conseqlentemente na

resposta imunoldgica a infec¢des fungicas (Dennehy e Brown, 2007).

Diferentemente de outros receptores da familia das C-lectinas, a dectina-1
apresenta em sua por¢ao intracitoplasmatica um dominio ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif) capaz de atuar como indutor de sinalizagdo via
fosforilacdo de uma tirosina kinase conhecida como Syk, levando a ativagdo do

NFAT (Gross et al., 2006; Robinson et al., 2006; Goodridge et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que a dectina-1 é importante tanto na

resposta mediada por macréfagos e células dendriticas como naquelas mediadas
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por neutréfilos (Goodridge et al.,, 2007; Kennedy et al., 2007). Esse receptor
aparentemente apresenta diversos tipos de interagdo com os TLRs e o
reconhecimento de patdgenos por essas duas classes de moléculas dirige a
resposta imunologica para diferentes caminhos, dependendo do tipo de

combinacao (Netea et al., 2006; Taylor et al., 2007; Dennehy et al., 2008).

A via da SyK kinases freqlientemente colabora na sinaliza¢ao induzida pela
via TLRs/MyD88. Dennehy et al. (2008) estimularam células do sangue periférico
com pequenas doses de ligantes para TLR1/TLR2, TLR4 e TLR5 e observaram
baixa producao de TNF, que foi fortemente incrementada com a ativacdo da Syk,
através da estimulacdo com p-glucanos. Em macroéfagos e células dendriticas,
TLRs e dectina-1 sdo mediadores que se complementam na producdo de
citocinas, tais como IL-12 e TNF (Gantner et al., 2003), demonstrando que a
colaboracdo no reconhecimento de componentes microbianos distintos por
diferentes classes de receptores da resposta imune inata é crucial para o

desenvolvimento da resposta inflamatdria.

Na infeccao por C. albicans a mudanca do fungo da forma de levedura para
a forma filamentosa é um passo fundamental para que a infeccao seja bem
sucedida. Quando se analisa a composicao da parede celular observa-se que as
leveduras apresentam uma grande quantidade de B—glucanos expostos, enquanto
gue nas formas filamentosas isto ndo ocorre (Heinsbroek et al., 2005). Estudos de
infeccdo demonstraram que a forma de levedura ativa células fagociticas por meio
da combinacdo de TLR-2 e dectina-1, levando ao aumento da ativagédo de fatores

de transcricdio como o NFkB e a producdo de citocinas pré-inflamatérias
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importantes para o controle da infeccdo (Heinsbroek et al., 2005; Netea et al.,
2006; Goodridge et al., 2007; Taylor et al., 2007). Por outro lado, as formas
filamentosas ndo interagem com a dectina-1, ativam as células apenas via TLR-2,
induzindo um estado de supresséo da resposta inflamatdria, que leva a diminuigéo

da capacidade de controle da infecgédo (Taylor et al., 2007).

Mais recentemente, estudos in vitro mostraram que o reconhecimento da
Candida albicans via dectina-1 pode resultar na ativacao de células Th17 com alto

potencial inflamatério (Leibundgut-Landmann et al., 2007; Romani, 2008).

O P. brasiliensis € um fungo dimérfico e a mudanga da forma miceliana
para a forma de levedura é essencial para que a infeccdo seja bem sucedida
(Brummer et al., 1993). San-Blas (1993) realizou estudo, no qual foi determinado
que o dimorfismo do P.brasiliensis pode ser controlado pela sintese dos
polissacaridios, como os glucanos. O a-glucano é o principal polissacarideo
presente nas paredes celulares de leveduras, enquanto que na forma miceliana o
B-glucano € o unico polissacarideo da categoria encontrada (San-Blas, 1993).
Além disso, demonstrou-se que cepas mais virulentas do P. brasiliensis
apresentam menor quantidade de B-glucano na composicdo de suas paredes, ao
contrario das cepas com baixa viruléncia que apresentam grande quantidade
desse carboidrato e induzem a uma resposta inflamatéria bastante intensa (Silva
et al., 1994). Estas informagdes nos sugerem que a composi¢cao da parede celular
do P. brasiliensis pode estar relacionada com a modulacao da resposta imune do

hospedeiro, uma vez que estes componentes, em proporcdes variaveis, podem
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interagir com diferentes receptores da resposta imune inata, direcionando o
sistema de defesa.

A compreensdo de como se desenrola a resposta imune inata do
hospedeiro ao P. brasiliensis pode auxiliar a mapear o direcionamento da resposta
adaptativa e, consequentemente, a buscar melhores intervengdes clinica

terapéuticas.
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Objetivos gerais
O objetivo do presente estudo foi avaliar se a exposicao a leveduras de
Paracoccidioides brasiliensis pode afetar os niveis de TLR1, TLR2, TLR4 e

Dectina-1, (RNAm e proteina) em mondcitos e neutréfilos de individuos normais.

Objetivos especificos.

e Verificar o efeito da exposicao a leveduras de Paracoccidioides brasiliensis
das cepas Pb18 (alta viruléncia) e Pb265 (baixa viruléncia) sobre a
expressao do TLR-1, TLR-2, TLR-4 e dectina-1 por citometria de fluxo.

o Verificar o efeito da exposicao a leveduras de Paracoccidioides brasiliensis
das cepas Pb18 (alta viruléncia) e Pb265 (baixa viruléncia) sobre a
expressdao do RNAm de TLR-1, TLR-2, TLR-4 e dectina-1 por Q-RT-PCR.

e Avaliar se a exposicdo a leveduras de Paracoccidioides brasiliensis
estimula a producdo de mediadores inflamatérios (TNF-a e PGEy) e anti-

inflamatérios (TGF-$ e IL-10) (RNAm e proteina)
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CASUISTICA E METODOS
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1. CASUISTICA

Para a realizagdo dos experimentos foram coletados aproximadamente 80
mL de sangue periférico de individuos saudaveis, por meio de puncao venosa, em
tubos contendo heparina sédica. As amostras foram processadas como descrito

abaixo, imediatamente apds a coleta.

2. CULTIVO DAS CELULAS LEVEDURIFORMES DE P. brasiliensis (Pb18 E
Pb265)

Células leveduriformes das cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis foram
mantidas em cultura por 5 dias em meio Fava-Neto no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Apods este periodo, as leveduras foram lavadas com PBS estéril e os
grumos de células foram desfeitos com auxilio de pérolas de vidro de 4mm de
didametro e homogeneizagédo intensa em agitador Vortex por 5 minutos, para
facilitar a contagem e a verificagao da viabilidade celular. A contagem foi realizada
em hematocitdmetro na presenca de verde de Janus.

Nos experimentos foram utilizadas suspensdes de células leveduriformes

com viabilidade superior a 85%.

3. OBTENGAO DE NEUTROFILOS E MONOCITOS DO SANGUE PERIFERICO

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas por
centrifugacdo em  Ficoll-Hypaque, densidade 1.077 (GE Healthcare,
Buckinghamshire - UK) a 2300 rpm, 20° C, por 30 minutos, lavadas com PBS

gelado e contadas em hematocitdmetro.
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Os mondcitos foram isolados por meio de selegao positiva utilizando-se
anticorpos especificos anti-CD14 acoplados a esferas metalicas (MACS, Miltenyi
Biotec, Bergish Gladbash - Germany). Para isso, as CMSP foram centrifugadas
(300 x g por 10 minutos a 4°C), ressuspendidas em tampao de isolamento (PBS-
BSA 1% - EDTA 2mM) em uma concentragdo de até 10x10’ células em 80 pL, as
quais foram adicionados 20uL do anticorpo anti-CD14 acoplado a esferas
metalicas. A suspensao foi incubada por 15 minutos a 4°C, quando entdo se
adicionou 2 mL de tampao (PBS-BSA-EDTA), seguido de centrifugacao (300 x g
por 10 minutos a 4°C). Em seguida as células foram ressuspendidas em 500 uL de
tampao (PBS-BSA-EDTA) e passadas em coluna preenchida com malha metélica
(coluna LS, Miltenyi Biotec, Bergish Gladbash - Germany), encaixada em aparato
magnético (MidiMACS, Miltenyi Biotec, Bergish Gladbash - Germany). Apos 3
lavagens com 3 mL de tamp&o PBS-BSA-EDTA cada para retirada das células
nao selecionadas, a coluna foi separada do magneto e lavada com 5 mL de
tampao PBS-BSA-EDTA, aplicando-se pressdo por meio de émbolo. As células
obtidas foram entdo centrifugadas (300 x g por 10 minutos a 4°C), ressuspendidas
em meio RPMI 1640 suplementado com soro humano AB normal (10%), L-
glutamina (2%) e gentamicina (0,05%) e utilizadas na concentragdo de 2 x 10°
células/mL.

Para a obtengdo dos neutréfilos foi utilizado o buffy-coat (camada de
leucécitos que se deposita diretamente sobre as hemacias) remanescente da
centrifugacgao inicial. Aproximadamente 2mL do buffy-coat foram ressuspendidos

em meio RPMI para um total de 10mL e centrifugado sobre uma solug¢ao de Ficoll-
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Hypaque com densidade de 1.119, por 30 minutos a 20°C a 2300 rpm. A camada
de neutrdfilos foi coletada com auxilio de pipeta Pasteur, lavada 2 vezes com meio
RPMI (1250 rpm, por 10 minutos a 20°C) e ressuspendida na concentragao de 2 x
10° células/mL em meio RPMI suplementado.

A analise por citometria de fluxo das populagdes obtidas mostraram uma
pureza de 90-95%, tanto de mondcitos (células CD14%), como de neutrdfilos

(células CD16").

4. CO-CULTURA DE NEUTROFILOS E MONOCITOS COM CELULAS
LEVEDURIFORMES DE P. brasiliensis

Neutrofilos e mondécitos foram incubados separadamente a 37° C em estufa
com 5% de CO; na presencga, ou nao, de leveduras de P. brasiliensis (cepa Pb18
ou Pb265, em uma proporgao de 1 célula fungica para cada 50 células efetoras —
1:50), ou dos seguintes estimulos especificos: LPS (1ug/mL) ou zimosan
(10upg/mL). Para os experimentos de citometria de fluxo as células foram
incubadas por 30 e 60 minutos e para a realizacao dos testes de RT-PCR por 15 e
30 minutos, conforme estabelecido em experimentos de padronizacéao.

Para a extracdo do RNA total apds cada periodo de incubacgao, as células
foram coletadas por meio da lavagem das placas com PBS-azida sédica 2mM e o
pellet, obtido pela centrifugacdo a 3000 RPM por 5 minutos a 4° C foi congelado a
-80° C até o momento do uso. Para a realizacdo da imunofluorescéncia e analise
por citometria de fluxo, apds os periodos de incubacéo as células foram coletadas,

como descrito acima, centrifugadas (1250 rpm por 10 minutos a 4°C) e
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ressuspendidas em volume apropriado de tampao de imunofluorescéncia (PBS-
BSA 1%-Azida sédica 2mM — PBS-B-A).

Todos os meios e tampdes utilizados na preparagao e realizagdo das
culturas foram testados com Limulus Amebocyte Lysate (LAL) — Pirotell
(Associated Cape Cdéd Incorporated — Faumouth, MA) para detecgao de eventual

contaminagao com LPS.

5. ANALISE DA EXPRESSAO DE TLRS E DECTINA-1 POR CITOMETRIA DE
FLUXO.

Apo6s cada periodo de incubacido as placas de cultura foram colocadas
sobre gelo, mantidas em geladeira por 15 minutos e entdo as cavidades foram
lavadas diversas vezes com PBS-azida sddica [2mM] para a completa remogao
dos mondcitos e neutrdfilos. A seguir, as suspensdes foram centrifugadas (1250
rom, 10 minutos a 4°C), o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas para uma concentracdo de 1 x 107 células/mL em tampao PBS-
BSA[0,5%]-azida sdodica [2mM] (PBS-BSA-A). Posteriormente, 20 pL dessa
suspensao de células (aproximadamente 2 x 10° células) foram transferidos para
uma placa de 96 cavidades com fundo em U para a realizacdo da técnica de
imunofluorescéncia. Anticorpos anti-TLR1, anti-TLR2 e anti-TLR4, marcados com
biotina (R&D Systems, Minneapolis - USA), e anti-dectina-1 (mouse 1gG2b - R&D
Systems, Minneapolis - USA) foram adicionados a suspensao de células.
Adicionalmente, os mondcitos foram marcados com anti-CD14 e os neutréfilos

com anti-CD16 conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluidos em
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PBS-BSA-A. Apds incubagao de 15 minutos a temperatura ambiente as cavidades
receberam 150 uL de tampao PBS-BSA-A e a placa foi centrifugada (1250 rpm por
10 minutos a 4°C). O sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas
novamente com 100 uL de tampao de lavagem e ressuspendidas em uma solugao
PBS-BSA-A com estreptoavidina conjugada com ficoeritrina (PE) para a detecgéo
de TLR1, TLR2 e TLR4. Para a deteccao de dectina-1 foi utilizada uma solucao
PBS-BSA-A contendo anticorpo anti-lgG2b de camundongo conjugada a PE
(Caltag™ Laboratories — Invitrogen, Carlsbad - USA). Apés nova incubagao por 15
minutos a temperatura ambiente, adicionou-se 100 uL de PBS-BSA-A por
cavidade, a placa foi centrifugada (1250 RPM, 10 minutos a 4°C), o sobrenadante
descartado, seguindo-se nova lavagem com 100 uL de PBS-BSA-A. Finalmente o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 200 ulL de
formaldeido a 2%, transferidas para tubos de microtitulagdo e analisadas em
citbmetro de fluxo (FACScalibur — Beckton & Dickinson, Franklin Lakes - USA), por
meio de software especifico (CellQuest — Beckton & Dickinson, Franklin Lakes -
USA). Os resultados foram expressos em porcentagem de células positivas e/ou
intensidade média de fluorescéncia (IMF), para cada parametro analisado.

Na figura 1 estd esquematizada a estratégia utilizada para a analise da
expressao dos receptores em mondcitos (figura 1: A - E) e neutrdfilos (figura 1: F -

J).

71
Casuistica e Métodos



Camila Vicente Bonfim

CD14 FITC

SSC-Height

CD16- FITC

1024 10°
768] 1074
w
o
z 3
5 512 ] 3
o
s
256
'R1 - Monécitos (CD14+)
0 T T
\ - w 102 10° 10*
0 256 FggH 768 1024 Mouse liG1 FITC
o D w2
10° 8
o R2 - CD14+ w w
10 10° 10 10° 10° 10
TLR4 (PE)
" Marker # of % of all | % of gated | Geometric
1 Events cells cells Mean
M1 655 6,55 7,34 5,93
T T T M2 8265 82,65 92,66 14,18
10° 10! 102 10° 10*
TLR4 (PE)
10
1024 F
768-] 1074
w
o
)
512] . - 107
}1 - Granuldcitos| 2
3
256
0 B : : : :
0 256 512 768 1024 ) 5 4
FSC-Height 10 10 10
Mouse lgG1 FITC
10 106 -
G e
H| ,
R2 - CD16+ =
3 53
o
27
o] - T
10° 10’ 10° 10° 10*
TLR4 (PE)
10 Marker # of % of all | % of gated | Geometric
Events cells cells Mean
M1 4832 48,32 74,32 5,88
10° 10" 107 10 10t M2 1670 16,7 25,68 12,63
TLR4 (PE)

72
Casuistica e Métodos




Camila Vicente Bonfim

Figura 1 (pagina anterior): Estratégia para determinar a expressao de TLRs e
dectina-1 (% de células positivas e intensidade média de fluorescéncia) em
mondcitos (A — D) e neutrdfilos (E - H). Apds a aquisicao, foi gerado um grafico
de dot-plot (A e E) no qual pela analise da distribuicao das células por tamanho
(FSC) e complexidade citoplasmatica (SSC) foi delimitada a 12 regido de analise
(R1 — mondcitos ou R1 - granulécitos). A partir da regido R1 foi gerado outro
dot-plot (C e G) agora com as marcagdes especificas (FL1-CD14 ou CD16 e
FL2 TLRs — no exemploTLR4), nesse dot-plot foi delimitada uma nova regiao
(R2 — Células CD14" ou R2 — células CD16%). A partir da combinagédo das
regides R1 e R2 foi gerado entdo um histograma (D e H), no qual foi delimitada
a regiao de células negativas para a fluorescéncia (M1), dado pelo controle de
isotipo (em vermelho) e a regido de células positivas (M2), a partir do qual foi
valiada a % de células dentro das regides analisadas (% of gated cells) e a
intensidade média de fluorescéncia (geometric mean) (tabela abaixo do
histograma - D e H) de cada parametro (em azul). Os graficos B e F
representam o controle de isotipo, por meio do qual os quadrantes negativo,

simples-positivos e duplo-positivo foram delimitados.
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6. ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAm PARA TLRS, DECTINA-1, TNF-q, IL-

10 E TGF-$ POR RT-PCR EM TEMPO REAL

a) Extracao de RNAm

Para a extragdo do RNAm foram adicionados, vagarosamente, 500 uL de
Trizol (Invitrogen, Washington - USA) ao pellet de células, sob agitagao,
procedendo-se a homogeneizagdo até sua completa dissolugdo. Foram entéo
adicionados 2 uL de glicogénio [20ug/ulL] a cada tubo para atuar como carreador e
100 uL de cloroférmio, seguido de agitacdo (vortex) por 10 segundos. A solugao
foi incubada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 15 minutos a 12000 x g a
4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo no qual foi adicionado igual
volume de isopropanol (250 uL). A solucédo foi agitada (vortex) por 10 segundos e
incubada a —-20°C por 45 minutos. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 12000 x g a 4°C por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
removidos cuidadosamente, sendo adicionado 1 mL de etanol a 75% seguido de
nova centrifugacédo por 10 minutos a 12000 x g a temperatura ambiente. O etanol
foi entdo removido e o pellet de RNA dissolvido em 35 uL de tampao Tris-EDTA
(TE).

A quantidade de RNAm foi estimada por meio da leitura das amostras em
espectrofotdbmetro a 260 nm. A pureza do RNA obtido foi inferida pela razdo entre

as absorbancias obtidas a 260 nm e 280 nm.
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b) Tratamento com DNAse para eliminacao de DNA genémico

Antes da sintese do cDNA, as amostras de RNA obtidas foram submetidas
ao tratamento com DNAse para a remocgdo de possiveis cadeias de DNA
genbmico contaminante. Para tanto, 1ug de RNA total foi diluido em agua DEPC
em um volume final de 25,6 uL e foram acrescentados 4,4 uL do mix contendo
3,1uL de tampéo 10x concentrado e 1uL de DNAse humana | (Ambion - Applied
Biosystems, California, USA). A seguir as amostras foram incubadas a 37°C
durante 30 minutos para a remocdo do DNA. Apds essa incubagao foram
adicionados a cada tubo 0,31uL de EDTA pH 8.0 - 0,5M, e as amostras incubadas

a 75°C por 10 minutos para remoc¢ao da atividade enzimatica da DNAse.

c) Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado 1 ng de RNA total (tratado com DNase
[) por tubo, diluido em agua DEPC. Ao tubo de reagao foram entdo adicionados
1,5 uL de oligo-dT+2.1s [500ug/mL] e esta mistura foi aquecida a 70° C por 10
minutos e transferida rapidamente para gelo. Apds a incubagado, foram
adicionados 18 uL da seguinte mistura: 10 uL de tampao de sintese 5X; 2,5 uL de
dNTP [10 mM]; 5 uL de DTT [0,1 M]; 0,5 uL de Superscript R/T Il [200U/uL]. A
solugéo foi homogeneizada gentilmente, centrifugada rapidamente e incubada por
10 minutos a temperatura ambiente, seguida de incubacdo a 40° C por 50
minutos. A atividade enzimatica foi removida incubando-se as amostras a 90° C
por 5 minutos, seguida por incubacédo a 4° C por 5 minutos. O cDNA obtido foi

estocado a -80° C até o momento de uso.
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d) Protocolo de RT-PCR em tempo real (Q-RT-PCR)

O Q-RT-PCR foi realizado em equipamento de analise em tempo real
StepOne (Applied Biosystems, California, USA) utilizando metodologia com
corante intercalante SybrGreen. Em cavidades de placas de 100uL foram
adicionados 3 uL de cDNA (ou de agua no caso do controle negativo), 1 uL do
primer sense e 1 uL do primer anti-sense previamente diluidos na concentracéo de
80 pM/reagéao (tabela | - previamente titulados, dados ndo mostrados) e 5 uL do
master mix, contendo dNTP, Taq polimerase, MgCl,;, SybrGreen, e tampéo
(Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, Applied Biosystems). As amostras foram
colocadas no equipamento de PCR em tempo real e submetidas a 40 ciclos de
amplificagdo: 95°C por 15 segundos, seguido de um periodo de

anelamento/extens&o a 60°C por 1 minuto.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizadas na técnica de g-RT-PCR

Primer Seqtiéncia (5°- 3")

UBC Sense - ATT TGG GTC GCG GTT CTTG
Anti-sense — TGC CTT GAC ATT CTC GAT GGT

Sense - CCA CAT CGC TCA GAC ACC AT
GAPDH Anti-sense - GGC AAC AAT ATC CAC TTT ACC AGA GT

DectinA Sense — AAG GAT CGT GTG CTG CAT CTC
ectin- Anti-sense - CAC CAG TAT TAC CAA GCA TAG GAT TC

Sense - AGG GTC AGC TGG ACT TCA GA

A Anti-sense - CGA ACA CAT CGC TGA CAA CT
Sense - ATT GTG CCC ATT GCT CTT TC
TLR2 Anti-sense - CTT CCT TGG AGA GGC TGA TG
TLR4 Sense - TCC ATA AAA GCC GAAAGG TG
Anti-sense - GAT ACC AGC ACG ACT GCT CA
L0 Sense — GGC CAG GGC ACC CAG TCT
Anti-sense — TCG AAG CAT GTT AGG CAG GTT
NF Sense — TGG CCC AGG CAG TCA GA
¢ Anti-sense — GGT TTG CTA CAA CAT GGG CTA CA
TGF-p Sense — TGA GGG CTT TCG CCT TAG C

Anti-sense — CGG TAG TGA ACC CGT TGA TGT

e) Padronizacao da técnica de Q-RT-PCR

Para avaliar a especificidade dos primers utilizados, para cada gene
analisado foi elaborada uma curva de melting, (aquecimento gradual da amostra
amplificadas de 60°C a 95°C, com incremento de 0,3°C) na qual é possivel
observar a temperatura em que ocorre a dissociacdo da dupla fita de DNA dos
produtos de amplificacdo. Como essa temperatura depende do tamanho e da
composicado de bases nitrogenadas de cada produto, para cada gene analisado
deve haver a formacédo de apenas um pico, com uma temperatura caracteristica

para cada produto de amplificagcéo (Figura 2).
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Figura 2 (pagina anterior): Curvas de melting representativas de resultados
obtidos em equipamento de PCR em tempo real, apds a realizagao de testes de
amplificagdo do RNAm para GAPDH (A), Ubiquitina (B), TLR1 (C), TLR2 (D),
TLR4 (E), dectina-1 (F), TNF-a (G), IL-10 (H) e TGF-B (I). As reagdes utilizando os
primers na concentragao ideal podem ser consideradas especificas, uma vez que
todas as amostras testadas apresentam temperatura de melting idénticas (em

destaque em cada grafico)

A eficiéncia da reagao de amplificacdo também foi determinada para cada
gene analisado (figura 3). Todos os testes foram realizados em ftriplicata utilizando
amostras de cDNA diluidas inicialmente a 1:10 e a seguir de forma seriada na
proporgao de 1:2 (5 a 6 pontos). Apds o término da reacgdo foi elaborada uma
curva padrao, por meio da qual foi calculada a eficiéncia (E) e a correlagao entre
os pontos da curva (R?). A eficiéncia da reacdo (E) indica a capacidade de
amplificagdo dos reagentes utilizados (primers e enzimas) a cada ciclo. Uma
eficiéncia de 100% indica que a cada ciclo a quantidade de produto em cada
reacao dobra. De acordo com a literatura, sdo consideradas satisfatorias reagdes
com eficiéncia compreendidas entre 90 e 110%. Os valores de R? indicam a
reprodutibilidade da pipetagem dos reagentes, sendo satisfatérios valores de R?
de ao menos 0,9.

Nas figuras abaixo (figura 3) estdo demonstradas as curvas de amplificagcao
das amostras diluidas seriadamente (lado esquerdo) e a curva padréo obtida, nos

quais se encontram destacados os valores de eficiéncia (E) e R? de cada gene
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analisado. Todas as reagdes realizadas demonstraram valores dentro das faixas
consideradas satisfatorias. Os valores de eficiéncia de amplificagdo da cada gene
foram utilizados para o calculo da expressao relativa dos genes de interesse,

conforme descrito no item abaixo.

Figura 3 (paginas seguintes): Graficos de amplificacdo (esquerda) e curva
padrao (direita) obtidos na padronizagao da eficiéncia das reag¢des de Q-RT-PCR
para quantificagdo do RNAm de GAPDH (A), Ubiquitina (B), TLR1 (C), TLR2 (D),
TLR4 (E), dectina-1 (F), TNF-a (G), IL-10 (H) e TGF-B (I). Todos os testes foram
realizados em ftriplicata utilizando amostras de cDNA diluidas na proporgcdo de
1:10 e a seguir de forma seriada na proporg¢ao de 1:2 (5 pontos a 6 pontos). Os
graficos mostram a amplificagdo do material de acordo com a diluicdo das
amostras (lado esquerdo), a partir da qual foi gerada a curva padrdo expressa
como a média dos Cts em fung¢do da diluicdo da amostra (direita). Os valores de

R? e da eficiéncia da reacdo estdo destacados em cada grafico.
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f) Analise e validacao dos resultados de Q-RT-PCR

A analise dos resultados foi feita pelo método descrito por Vandensompele
et al. (2002), no qual sao utilizados pelo menos dois genes de expressao
constitutiva para a normalizagao da expressao do gene de interesse. A utilizagao
desses multiplos genes para a normalizagdo visa garantir a confiabilidade na
estabilidade dos genes utilizados como referéncia. Esta medida é baseada no
principio de que a razao ideal de expressdo dos genes controles € idéntica em
todas as amostras, independente da condicdo de experimental. Tal calculo é feito
em um programa desenvolvido pelos pesquisadores citados acima (GeNorm —
Visual Basic Application — VBA) e disponivel gratuitamente na Internet.

Para utilizagdo do programa primeiramente os dados obtidos na
amplificagdo de cada gene em cada amostra (controles e de interesse) sao
transformados em quantidades relativas de acordo com a seguinte formula:

Q = E (Ctminimo - Ct da amostra)

Onde Q ¢é a quantidade relativa; E é a eficiéncia da reagdo de amplificacdo
de cada gene (descrita no item anterior); Ct minimo € o menor Ct obtido dentre as
amostras testadas para determinado gene (amostra com maior expressdao do
gene) e o Ct da amostra é o Ct obtido de cada amostra analisada.

Os valores de Q obtidos dos genes controle (GAPDH e Ubiquitina) em cada
amostra sao entdo inseridos na planilha do programa (GeNorm) que calcula os
valores médios de estabilidade do gene, frente as diferentes condigbes
experimentais (M). O valor de M é variavel, e em geral espera-se que se obtenha
um valor menor que 1,5 (<1,5). Para os genes utilizados nesse trabalho como

controle (GAPDH e Ubiquitina), obtivemos valores dentro da faixa indicada (dados

84
Casuistica e Métodos



Camila Vicente Bonfim

nao mostrados). Apds o calculo do valor de M o programa calcula para cada
amostra o valor de um fator de normalizacédo (F), que é entdo utilizado para o
calculo da expressao relativa dos genes de interesse em cada amostra analisada
(divide-se o valor de Q obtido para o gene de interesse em cada amostra pelo

fator de normalizacao correspondente) (Vandensompele et al, 2002).

7. AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS POR ELISA

Para avaliar se a estimulacdo de mondcitos e neutrofilos induzia a produgao
de mediadores inflamatérios ou anti-inflamatérios, as concentracées de TNF-q., IL-
10 (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis - USA) e prostaglandina E, (Biotrak™
(EIA) System GE Healthcare, Buckinghamshire - UK) foram determinadas pelo
método de ELISA em sobrenadantes de culturas de células estimuladas com P.
brasiliensis (cepas Pb18 ou Pb265), LPS e zimosan, nas mesmas concentragdes
utilizadas anteriormente, por 4 e 24 horas.

Os testes de ELISA foram feitos conforme instrugcdes fornecidas pelos

fabricantes.

8. ANALISE ESTATISTICA

A comparacado de dados pareados obtidos entre os diferentes estimulos
aplicados nas diferentes populacbes celulares foi feita com o teste néo
parameétrico de Wilcoxon, enquanto que a comparacao dos resultados obtidos dos
diversos grupos submetidos a diferentes estimulos foi realizada com testes nao

paramétrico de Kruskal-Wallis, utilizando-se o software GraphPad Prism v. 5.00
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(GraphPad Software, Inc.). Foram consideradas significantes diferengas com valor

de p<0,05.

86
Casuistica e Métodos



Camila Vicente Bonfim

RESULTADOS

87
Resultados



Camila Vicente Bonfim

1. Analise da expressao de TLR-1, TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em mondcitos e

neutréfilos por Citometria de Fluxo

A primeira parte do trabalho teve por objetivo avaliar a expressao de
receptores do tipo Toll (TLR-1, TLR-2 e TLR-4) e de dectina-1 em mondcitos e
neutrofilos de doadores normais estimulados por células leveduriformes de P.
brasiliensis das cepas Pb18 e Pb265, por citometria de fluxo. Como controles

positivos foram utilizados LPS e zimosan.

A estimulagdo de mondécitos por 30 ou 60 minutos com LPS, zimosan, Pb18
ou Pb265 nao alterou a freqiiéncia de células positivas para TLR1 (figura 4 A e B,
lado direito). Entretanto, apds o estimulo por 30 minutos com LPS ou com células
leveduriformes de P. brasiliensis (de ambas as cepas analisadas) houve uma
diminuicado significativa na quantidade de receptores de superficie, medida pela
intensidade média de fluorescéncia, fato que ndo ocorreu em células estimuladas

com zimosan (figura 4A, lado esquerdo).

Apb6s 60 minutos de estimulo as diferengas foram menos acentuadas, com
exceg¢do da diminuicdo da intensidade de fluorescéncia na presenca de LPS

(figura 4 B, lado esquerdo).
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Figura 4 - Analise da expressdo de TLR1 em mondécitos ndo estimulados e
estimulados por 30 minutos (A e C) ou 60 minutos (B) com LPS (1ug/mL),
zimosan (zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e
Pb265, proporcao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média de fluorescéncia;
lado direito — porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste estatistico de
Wilcoxon. C) Histogramas representativos da citometria de fluxo de mondcitos
(células CD14+) de um individuo, ndo estimulados ou estimulados com LPS,
zimosan e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 e Pb265).
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A comparacado da expressao do TLR-1 frente aos diversos estimulos na
populacdo de neutréfilos, apds 30 (figura 5A) e 60 minutos (figura 5B) de
incubacdo, nao demonstrou diferencas significativas, tanto em relacdo a
intensidade de fluorescéncia (lado esquerdo), quando a porcentagem de células
positivas (lado direito) para esse marcador. Observamos que essas células
apresentaram uma variacdo muito maior na porcentagem de células positivas,

quando comparada aquela observada nos mondcitos.
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Figura 5 - Andlise da expressao de TLR1 em neutréfilos ndo estimulados e
estimulados por 30 minutos (A) ou 60 minutos (B) com LPS (1ug/mL), zimosan
(zym) (10upg/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265,
propor¢cao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média de fluorescéncia; lado direito
— porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste estatistico de Wilcoxon.
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Assim como o TLR1, a andlise da expressdo de TLR2 demonstrou que a
exposi¢cdo as duas cepas de P. brasiliensis leva a diminuicdo da intensidade
média de fluorescéncia para esse receptor ap6s 30 minutos de estimulo, 0 mesmo
acontecendo na presenga de LPS ou zimosan (figura 6A — lado esquerdo). Apos
60 minutos de estimulo, apesar de observarmos uma queda na expressdao quando
0s mondcitos foram expostos a células fungicas, semelhante aquela observada
para o zimosan (figura 6B — lado esquerdo), ndo houve diferencas estatisticas.
Assim como ocorreu para o TLR1, a porcentagem de células positivas para TLR2
permaneceu constante nos dois tempos de incubacdo e foi independente do
estimulo utilizado (figura 6 — lado direito), demonstrando a presenca constante

deste receptor na superficie celular.

As analises também mostraram que a intensidade de fluorescéncia
observada para o TLR2 foi a mais alta encontrada entre os receptores do tipo Toll
estudados, indicando ser o receptor do tipo Toll mais abundante na superficie de

monocitos.
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Figura 6 - Analise da expressdo de TLR2 em mondcitos ndo estimulados e
estimulados por 30 minutos (A e C) ou 60 minutos (B) com LPS (1ug/mL),
zimosan (zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e
Pb265, propor¢do 1:50). Lado esquerdo — intensidade média de fluorescéncia;
lado direito — porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste estatistico de
Wilcoxon. C) Histogramas representativos da citometria de fluxo de mondécitos
(células CD14+) de um individuo, ndo estimulados ou estimulados com LPS,
zimosan e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 e Pb265).
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A expressao de TLR2 em neutrofilos também se apresentou diminuida
frente a todos os estimulos utilizados, apdés 30 minutos (figura 7A — lado
esquerdo). As diferencas em relacdo as células ndo estimuladas ocorreram
qguando os neutrdfilos foram estimulados com as células fungicas de P. brasiliensis
das duas cepas. Apds 60 minutos, assim como para os mondcitos, nao foi
possivel observar diferencas estatisticas entre os estimulos (figura 7B), nao
havendo diferenca também na porcentagem de células positivas em nenhum dos

estimulos ou tempos de incubacgao analisados (figura 7 A e B — lado direito).
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Figura 7 (pagina anterior) - Andlise da expressdo de TLR2 em neutréfilos ndo
estimulados e estimulados por 30 minutos (A) ou 60 minutos (B) com LPS
(1pg/mL), zimosan (zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P.
brasiliensis (Pb18 e Pb265, propor¢céao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média
de fluorescéncia; lado direito — porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste
estatistico de Wilcoxon.

A expressao de TLR-4 foi a mais variavel dentre os receptores analisados,
tanto em mondécitos (figura 8) como em neutréfilos (figura 9). Nas culturas de
mondécitos estimulados por 30 minutos (figura 8A) s6 houve diminuicdo na
expressdao de TLR4 em células estimuladas com LPS, tanto em relagédo a
intensidade de fluorescéncia (lado esquerdo), quanto em relacdo a porcentagem
de células positivas (lado direito). Apés 60 minutos de incubacao, observamos que
0s mondcitos estimulados com as duas cepas de P. brasiliensis, passaram
também a apresentar diminuicdo na porcentagem de positividade (figura 8B — lado
direito), em relacdo aos mondcitos ndo estimulados e aos estimulados com
zimosan, embora a estimulacdo com LPS tenha causado um efeito superior em

relacdo a todos os outros estimulos.
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Figura 8 (pagina anterior) - Analise da expressdao de TLR4 em mondcitos nao
estimulados e estimulados por 30 minutos (A e C) ou 60 minutos (B) com LPS
(1pg/mL), zimosan (zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P.
brasiliensis (Pb18 e Pb265, propor¢céao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média
de fluorescéncia; lado direito — porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste
estatistico de Wilcoxon. C) Histogramas representativos da citometria de fluxo de
mondcitos (células CD14+) de um individuo, ndo estimulados ou estimulados com
LPS, zimosan e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 e Pb265).

A expressao do TLR4 nos neutrofilos mostrou-se também bastante variavel
(figura 9). Assim como para os mondcitos, o estimulo que teve maior impacto na
expressao desse receptor foi o LPS, tanto apds 30 (figura 9A), como 60 minutos

de estimulacao (figura 9B).

E interessante notar que somente nessa populacéo foi observada diferenca
significativa na capacidade das células leveduriformes das diferentes cepas de P.
brasiliensis em alterar a freqliéncia de células TLR4*. De fato, com 30 minutos de
estimulo, a freqiiéncia de neutréfilos TLR4" foi menor apds a estimulacdo com a
cepa de baixa viruléncia (Pb265), do que apds contato com a cepa de alta
viruléncia (figura 9A, lado direito). Apds 60 minutos esta diferenca nao foi mais
observada, mantendo apenas a diferenca em relacdo ao LPS (figura B, lado

direito).
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Figura 9 - Analise da expressdao de TLR4 em neutréfilos ndo estimulados e
estimulados por 30 minutos (A) ou 60 minutos (B) com LPS (1ug/mL), zimosan
(zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265,
proporcao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média de fluorescéncia; lado direito
— porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste estatistico de Wilcoxon.
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A expressao de dectina-1, receptor do tipo C-lectina capaz de reconhecer
moléculas de B-glucanos, também se mostrou bastante variavel nos mondcitos.
Verificamos diminuicao significativa da presenca deste receptor nos mondcitos
apds estimulacdo com zimosan e em menor escala com leveduras de P.
brasiliensis, ja com 30 minutos de estimulacao (figura 10A, lado esquerdo).
Notamos também que a intensidade média de fluorescéncia das células
estimuladas com a cepa de baixa viruléncia (Pb265) tende a diminuir mais
acentuadamente que naquelas estimuladas com Pb18 (figura 10A, lado esquerdo).
Com relacao a porcentagem de células positivas para dectina-1, apés 30 minutos
de estimulagdo com ambas as cepas, ndo houve variagdo significativa em
comparacao com as células ndo estimuladas. Apés 60 minutos a queda na
expressao dectina-1 permaneceu na presenca de zimosan e em menor escala

com as leveduras de P. brasiliensis (figura 10B, lado esquerdo).

De modo geral, a intensidade média de fluorescéncia da dectina-1 foi maior
em mondcitos do que em neutréfilos, demonstrando a sua abundancia na

superficie destas células.

Comparando com os mondcitos que nao receberam estimulo, observamos
que a porcentagem de células positivas para o receptor dectina-1 diminui logo
apds 30 minutos de estimulacdo apenas com o zimosan (figura 10-A, lado direito).
Ap6s uma hora de estimulagdo, também verificamos diferenga significativa na
porcentagem de células positivas que foram cultivadas na presenca da cepa de

baixa viruléncia (figura 10B, lado direito). Este fato pode estar relacionado com a
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maior exposicado de B-glucanos na parede do fungo da cepa de baixa viruléncia
em relacao a cepa de alta viruléncia, tornando-o assim a cepa Pb265 mais facil de

ser reconhecido pelas células do sistema imune inato.
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Figura 10 (pagina anterior) - Analise da expressao de dectina-1 em mondcitos
nao estimulados e estimulados por 30 minutos (A e C) ou 60 minutos (B) com LPS
(1pg/mL), zimosan (zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P.
brasiliensis (Pb18 e Pb265, propor¢céao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média
de fluorescéncia; lado direito — porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste
estatistico de Wilcoxon. C) Histogramas representativos da citometria de fluxo de
mondcitos (células CD14+) de um individuo, ndo estimulados ou estimulados com
LPS, zimosan e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 e Pb265).

Assim como os mondcitos, os neutrdfilos também apresentaram grande
variagdo na expressao de dectina-1. Pudemos observar que houve diminui¢ao
significativa deste receptor em células estimuladas com zimosan e com leveduras
da cepa Pb265 logo apds 30 minutos (figura 11 — A, lado esquerdo). No entanto,
apds uma hora de estimulacdo, ndo verificamos diferenca de expressdao com a

estimulacao por Pb265 (figura 11 — B, lado esquerdo).

Observamos diminuicdo significativa na porcentagem de neutrofilos
positivos para a dectina-1 apo6s estimulagcdo com ambas as cepas do fungo por 30
minutos (figura 11 — A, lado direito), enquanto que com 60 minutos de estimulo,
houve apenas uma tendéncia de diminuicdo na porcentagem de células positivas
estimuladas com a cepa Pb265 (figura 11 — B, lado direito). O LPS foi o estimulo
que induziu maior diminuicao da freqiiéncia de neutréfilos positivos para a dectina-

1 nos dois periodos de estimulacao estudados (figura 11A e B, lado direito).
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Figura 11 - Analise da expressao de dectina-1 em neutréfilos ndo estimulados e
estimulados por 30 minutos (A) ou 60 minutos (B) com LPS (1ug/mL), zimosan
(zym) (10pg/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265,
propor¢cao 1:50). Lado esquerdo — intensidade média de fluorescéncia; lado direito
— porcentagem de células positivas. * p<0,05, teste estatistico de Wilcoxon.
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O fato de termos observado a diminuicdo da expressdo de todos os
receptores apos o0 uso de estimulos especificos e das leveduras das duas cepas
de P. brasiliensis, poderia indicar que apds a ligacao ocorre a internalizacdo das
moléculas, conforme descrito por Ozment-Skelton et al. (2006). Para comprovar
essa hipotese realizamos experimentos nos quais verificamos a expressdao dos
receptores somente na superficie ou na superficie € no compartimento intracelular
(total). Para tal, células de dois doadores foram estimuladas nas mesmas
condigbes descritas, e coletadas apdés 30 minutos. As células foram entdo
separadas em dois tubos e foi realizada a marcacao de superficie conforme
descrito em materiais e métodos. Apds a fixagdo em um dos tubos foi realizada
também a marcagcao intracelular adicionando-se 0s mesmos anticorpos e
reagentes secundarios, apos a permeabilizagdo das células (saponina 0,5% por

10 minutos).

Como pode ser observado na figura abaixo (figura 12 A-E), os resultados
indicam que, dependendo do estimulo, realmente ocorre a internalizacao dos
receptores, visto que ha uma queda na intensidade média de fluorescéncia e um
aumento na IMF total (marcacao superficial adicionada a marcacao intracelular).
Nas células ndo estimuladas praticamente ndao ha diferenca entre a expressao de
superficie e total. Contudo, é evidente a internalizagdo do TLR-2 (figura 12-B) nas
células que foram estimuladas por zimosan e pelas células fungicas. Ja para o
TLR-4, a maior diferenca foi encontrada nas células que receberam LPS, mas
também a estimulagdo com leveduras da cepa Pb265 parece acarretar aumento

da internalizacado desta molécula (figura 12C). A cepa Pb265 também levou a
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maior diferenca quanto a internalizacao de dectina-1 (figura 12D), seguida pela

estimulagdo com zimosan e com a cepa Pb18.
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Figura 12 (paginas anteriores) — Comparacao entre marcacao total (intracelular
e extracelular) e marcacao de superficie (somente extracelular), para receptores
da resposta imune inata, em mondcitos estimulados por 30 minutos. (A)
Porcentagem de queda na intensidade média de fluorescéncia observada na
marcacgao de superficie, em relagdo a marcacgao total (superficie mais intracelular).
(B-E) Histogramas representativos dos experimentos realizados para a avaliagao
da presenca de receptores (TLR1 — B; TLR2 — C, TLR4 — D e dectina-1 — E) na
superficie das células e na superficie mais intracelular (total) apds estimulos com
LPS, zimosan (Zym) e ambas as cepas de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265). Os
estimulos utilizados estao destacados em cada histograma. Os nimeros em cada
figura representam a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada um dos
receptores (a linha azul representa a marcacao de superficie e a linha vermelha
representa a marcacao total: superficie + intracelular).

2. Analise da expressao do RNAm de TLR-1, TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em

mondacitos e neutroéfilos por Q-RT-PCR .

Na segunda parte do trabalho, analisamos a expressdao de RNAm para as
moléculas de TLR-1, TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em mondcitos e neutréfilos pela
técnica de PCR em tempo real (Q-RT-PCR). Devido a quantidade insuficiente de
células que obtivemos para realizacdo de extracdo de RNA de boa qualidade,
optamos por realizar inicialmente um experimento onde testamos a influéncia dos
estimulos controles (LPS e Zimosan) nas células estudadas, para entdo

analisarmos o efeito da estimulagcdo com células fungicas.

Na figura 13 podemos verificar os resultados obtidos com a estimulacao de
mondécitos com LPS e zimosan por 15 e 60 minutos. O LPS foi o estimulo que
promoveu maior expressao de TLR-1 (figura 13-A) e TLR-4 (figura 13-C),
enquanto que o zimosan interferiu mais na expressao de TLR-2 (figura 13-B) e

dectina-1(figura 13-D).
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Figura 13 - Analise da expressao relativa do RNAm para TLR-1 (A), TLR-2 (B),
TLR-4 (C) e dectina-1 (D) em mondcitos de doadores normais nao estimulados ou
estimulados por 15 minutos ou 60 minutos com LPS (1ug/mL) e zimosan (Zym)

(10ug/mL). Os valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm
de GAPDH e ubiquitina em cada amostra, conforme descrito em materias e
meétodos.

Com base nas analises dos controles positivos, realizamos culturas de
mondcitos na presenca das cepas de alta viruléncia (Pb18) e baixa viruléncia
(Pb265) de P. brasiliensis por 15 e 60 minutos. Como pode ser observado na
figura 14, ndo houve alteracdo significativa na expressdo do TLR-1 apds o

estimulo com as células fungicas.

107
Resultados



Camila Vicente Bonfim

—_~ 3_
T O
—
=
© 24
2 O
& o o
o O |
S 1] %% -2 = o 0
2 | o o - ® i
8 o ml ee2 o mwy
3 <O e® O

O
w 0 &

S.Est Pb18 Pb265 S.Est Pbi8  Pb265

15 min 60 min

Figura 14 - Andlise da expressdo do RNAm para TLR-1 em mondcitos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Teste estatistico de Kruskal-Wallis

Em relagcdo ao TLR2, apesar de ndo havermos observado diferencas
significativas na expressdo do RNAm, os resultados sugerem uma tendéncia a um
maior aumento de expressao induzida pelas leveduras ap6s 15 minutos de
estimulagéo (figura 15). Contudo, ap6s 60 minutos ndo observamos diferengas

significativas na expressao de TLR-2.
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Figura 15 - Andlise da expressdo do RNAm para TLR-2 em monécitos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm para GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Os valores de p estdo indicados sobre os colchetes,

teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Assim como para o TLR-1, o TLR-4 também nao apresentou variagao de

sua expressao em mondcitos estimulados com as células leveduriformes de P.

brasiliensis em nenhum dos periodos analisados (figura 16).
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Figura 16 (pagina anterior) - Analise da expressdo do RNAm para TLR-4 em
mondécitos de doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos
ou 60 minutos com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265,
propor¢ao 1:50). Os valores foram normalizados de acordo com a quantidade de
RNAm para GAPDH e ubiquitina em cada amostra.

A expresséo relativa do RNAm de dectina-1 foi significativamente maior em
mondcitos estimulados por 15 minutos com leveduras de P. brasiliensis da cepa
Pb265 (figura 17), havendo também uma tendéncia de aumento com o estimulo
proporcionado pela cepa Pb18. Apbs 60 minutos de estimulacdo, ambas as cepas

induziram um aumento significativo na expressao da dectina-1(figura 17).
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Figura 17 - Analise da expressdao do RNAm para dectina-1 em mondcitos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm para GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Os valores de p estdo indicados sobre os colchetes,
teste estatistico de Kruskal-Wallis.
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Assim como demonstrado para os mondcitos, a expressdo do RNAm para

TLR-1 em neutrofilos variou, independente do estimulo (figura 18).
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Figura 18 - Anadlise da expressdo do RNAm para TLR-1 em neutréfilos de
doadores normais ndo estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. p<0,05, teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Por outro lado, a expressdao do receptor TLR-2 em neutréfilos pareceu
sofrer mais influéncia da cepa Pb265 apds 15 minutos de estimulagdo, embora a
diferenca em relacao a condicdo sem estimulo ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Com o aumento do periodo de cultura esta tendéncia se confirma,
havendo um aumento significativo da expressao do RNAm para TLR-2 nas células
estimuladas com a cepa Pb265. Também notamos uma tendéncia no aumento da

expressao deste receptor em células estimuladas com a cepa Pb18 (figura 19).
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Figura 19 - Andlise da expressdo do RNAm para TLR-2 em neutréfilos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm para GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Os valores de p estdo indicados sobre os colchetes,
teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Leveduras da cepa Pb18 estimularam de forma importante a expressao do

TLR-4 em neutréfilos apdés 60 minutos em cultura a condicdo de sem estimulo

(figura 20). Entretanto, os niveis de expressdo do TLR-4 se mantiveram

inalterados quando os neutrofilos foram estimulados com a cepa Pb265.
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Figura 20 - Andlise da expressdao do RNAm para TLR-4 em neutréfilos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Os valores de p estdo indicados sobre os colchetes,
teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Leveduras da cepa Pb265 influenciam de forma mais evidente a expresséo
do RNAm de dectina-1. Na figura 21 pode-se notar que ja ap6s 15 minutos de
cultivo, os neutréfilos aumentam a expressdo de dectina-1 quando estimulados
com leveduras da cepa Pb265. Contudo, prolongando o periodo de estimulagao,
nao encontramos diferencas na expressdo desse receptor para nenhum dos

estimulos testados.
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Figura 21 - Andlise da expressdo do RNAm para dectina-1 em neutréfilos de
doadores normais nao estimulados ou estimulados por 15 minutos ou 60 minutos
com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcao 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. Os valores de p estdo indicados sobre os colchetes,
teste estatistico de Kruskal-Wallis.

3. Analise da expressao do RNAm para TNF-a, IL-10 e TGF- em mondcitos

por Q-RT-PCR.

Com o intuito de analisar o possivel efeito das células leveduriformes de P.
brasiliensis sobre a producéo de citocinas, analisamos a expressdo de RNAm das
citocinas TNF-a, IL-10 e TGF-B em células estimuladas em cultura durante 60

minutos.

Os resultados indicam uma tendéncia da cepa Pb18 em estimular a

expressao do RNAm para TNF-a (figura 22-A) e TGF-B (figura 22-B). Entretanto,
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para a cepa Pb265 n&o encontramos um aumento significativo da expresséo

destas citocinas.
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Figura 22 - Analise da expressao do RNAm de TNF-a (A) e TGF-B (B) em
monocitos doadores normais ndo estimulados ou estimulados por 60 minutos com
células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, propor¢cdo 1:50). Os
valores foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. p<0,05, teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Verificamos um aumento significativo da expressdo RNAm para IL-10,
quando mondécitos foram estimulados pela cepa de alta viruléncia (Pb18),
enquanto que para a cepa Pb265 houve apenas uma tendéncia no aumento de

sua expressao (figura 23).
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Figura 23 - Analise da expressdo do RNAm de IL-10 em mondcitos doadores
normais nao estimulados ou estimulados por 60 minutos com células
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcdo 1:50). Os valores
foram normalizados de acordo com a quantidade de RNAm de GAPDH e
ubiquitina em cada amostra. p<0,05, teste estatistico de Kruskal-Wallis.

4. Analise da producao de TNF-o, IL-10 e prostraglandina E, (PGE;) em

sobrenadante de cultura através da técnica de ELISA.

Para comprovar a ativacdo dos mondcitos e neutrofilos nas diferentes
condicoes experimentais testadas, verificamos a producdo de TNF-a, IL-10 e
PGE, em sobrenadantes de 4 e 24 horas de cultura mondcitos e neutréfilos de
doadores normais estimulados por LPS, zimosan e células leveduriformes de P.

brasiliensis das cepas Pb18 e Pb265 por ELISA.

116
Resultados



Camila Vicente Bonfim

Nos sobrenadantes de culturas de neutréfilos (4 e 24 horas) e de monécitos
(4 horas) nao foi possivel detectar IL-10 e TNF-a (dados ndo mostrados). Dessa
forma os dados apresentados referem-se apenas as culturas de 24 horas de

mondcitos (IL-10, TNF-a e PGE>) e neutrdfilos (PGEy).

A analise dos sobrenadantes mostrou que houve aumento da producgéo de
TNF-o quando as células foram estimuladas com LPS, zimosan e com a cepa de
alta viruléncia (Pb18), havendo uma tendéncia de maior produgdo com a cepa de

baixa viruléncia (Pb265) (figura 24).
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Figura 24 - Anadlise da producdo de TNF- a em sobrenadantes de culturas de
mondcitos ndo estimulados ou estimulados por 24 horas com LPS (1ug/mL),
zimosan (Zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e
Pb265, proporcao 1:50). Os valores de p estdo destacados sobre os colchetes.
Teste estatistico de Kruskal-Wallis.
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Como podemos observar na figura 25, o estimulo com zimosan foi 0 que

induziu maior producéao de IL-10, seguido do LPS, tanto em relacéo as células nédo

estimuladas, como em relacdo aos estimulos com ambas as cepas de P.

brasiliensis.
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Figura 25 - Andlise da produgdo de IL-10 em sobrenadantes de culturas de
mondécitos ndao estimulados ou estimulados por 24 horas com LPS (1ug/mL),
zimosan (Zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e
Pb265, proporcao 1:50). Os valores de p estdo destacados sobre os colchetes.
Teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Quando analisamos a razao entre as concentragcdes de TNF-a e IL-10

frente aos diferentes estimulos

(TNF-a/IL-10), pudemos observar que a

estimulacdo com zimosan e Pb265 provoca uma producao preferencial de IL-10,
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enquanto que o estimulo com a cepa de alta viruléncia Pb18 induz uma maior

producédo de TNF-a (figura 26).
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Figura 26 — Razao entre as quantidades de TNF-a e IL-10 (TNF-o/IL-10) em
sobrenadantes de cultura de mondcitos ndo estimulados ou estimulados por 24
horas com LPS (1ug/mL), zimosan (Zym - 10ug/mL) e com células leveduriformes
de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporcéo 1:50).

A producao de PGE:; foi analisada no sobrenadante de cultura de 24 horas

de mondcitos e neutrofilos.

Em relagdo aos mondcitos, ocorreu um aumento significativo de PGE; na
presenca de LPS e de leveduras Pb265 e uma tendéncia a maior producéo

quando as células foram estimuladas com a cepa Pb18 (figura 27).
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Figura 27 — Analise da produgdo de PGE, em sobrenadantes de culturas de
monocitos ndo estimulados ou estimulados por 24 horas com LPS (1ug/mL),
zimosan (Zym) (10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e
Pb265, proporcao 1:50). Os valores de p estdo destacados sobre os colchetes.

Teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Nas culturas de neutréfilos houve um aumento significativo na
concentracdo de PGE,; com todos os estimulos, embora em niveis 10 vezes

menores do que aqueles produzidos por mondcitos (figura 28).
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Figura 28 — Andlise da producdo de PGE, em sobrenadantes de neutrofilos ndo
estimulados ou estimulados por 24 horas com LPS (1pg/mL), zimosan (Zym)
(10ug/mL) e com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265,
proporcdo 1:50). Os valores de p estdo destacados sobre os colchetes. Teste
estatistico de Kruskal-Wallis.
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DISCUSSAO
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O sistema imunologico dos vertebrados é formado por dois componentes
principais, a resposta inata e a adaptativa, que sao ativadas em conjunto com o
objetivo de destruir agentes intra e extracelulares como virus, fungos, bactérias e
parasitas. Até recentemente estas duas categorias de resposta eram tratadas de
forma independente. Entretanto, a descoberta de novas moléculas envolvidas no
reconhecimento de patdgenos por células da imunidade inata permitiu verificar a
repercussao desse processo também no controle dos mecanismos essenciais que
induzem e regulam a resposta adaptativa.

Dentre as moléculas da resposta imune inata envolvidas no reconhecimento
de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs), o nosso trabalho teve
por objetivo verificar a participacdo dos TLRs e da dectina-1 na resposta de
mondcitos e neutréfilos humanos a estimulacao com leveduras de P. brasiliensis.

A andlise da expressdao de TLRs por citometria de fluxo mostrou que a
estimulacdo de monécitos e neutrédfilos com células leveduriformes de P.
brasiliensis (Pb18 — alta viruléncia e Pb265 — baixa viruléncia) resultou em
alteracao na expressao de superficie de TLR1, TLR2 e TLR4. Essa alteracao foi
similar aquela observada quando foram utilizados estimulos especificos para o
TLR2 (zimosan) e TLR4 (LPS), demonstrando que componentes do fungo atuam
de maneira similar a esses PAMPs, cujo efeito sobre os TLRs é reconhecido ha
muito tempo.

O estimulo com leveduras de P. brasiliensis levou a diminuicdo da
expressao de todos os TLRs analisados em mondcitos e a diminuicdo da

expressao de TLR2 e TLR4 em neutréfilos. Este efeito pode ser resultante do
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reconhecimento e a internalizagdo do fungo pelo fagocito e conseqientemente do
TLR ao qual ele se liga. Triantafilou e colegas (2006) verificaram que a
estimulacdo com triacil lipoproteinas leva a internalizacdo do heterodimero
TLR1/TLR2. Outros estudos recentes demonstram o papel importante do
reconhecimento dos TLRs e a consequiente fagocitose de patdgenos para a
completa ativagao das células, permitindo assim o desenvolvimento das fungdes
efetoras das células fagociticas (Blander Medzhitov, 2006; Blander, 2007).

Em nosso trabalho, a estimulacao com LPS, além de interferir na expressao
do TLR4 (seu receptor especifico), também alterou, embora em menor grau, a
expressdao do TLR1 e TLR2. Este fato pode ser explicado pelo tipo de LPS
utiizado para a estimulacdo das culturas. Segundo o fabricante, o
Lipopolissacarideo de Escheriachia coli O127:B8 (Sigma — céd. L3129) pode
conter até 1% de contaminantes protéicos e outros carboidratos, que podem estar
contribuindo para o reconhecimento do TLR1 e TLR2. Estudos mostraram que em
associacao com TLR2, o TLR1 reconhece triacil lipopeptideos da parede de
bactérias, bem como LPS atipicos (Uematsu e Akira, 2006). Apesar dessa
possivel resposta inespecifica ao LPS, foi possivel verificar que a adicao desse
reagente nas culturas teve seu maior efeito na expressao do TLR4 e dessa forma,
acreditamos que o uso desse tipo de LPS nao inviabilizou as andlises realizadas.

Os experimentos também permitiram verificar um maior efeito das
leveduras de P. brasiliensis sobre o TLR2 (maior diminuicdo de expressao), e que
esse receptor, é ativado mais precocemente (30 minutos) do que o TLR4 (60

minutos). Ja o TLR4, além de participar do reconhecimento de PAMPs, auxilia na
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produgéo de quimiocinas, como MIP-2a, frente a estimulagéo por C. albicans, e no
recrutamento de neutréfilos, melhorando assim a resposta imune (Roeder et al.,
2004). Neste contexto a resposta mais tardia do TLR4 poderia ter um papel
secundario na defesa do organismo contra fungos.

Trabalhos experimentais mostraram que leveduras de P. brasiliensis sao
reconhecidas por TLR-2 e TLR-4 em macréfagos o que resulta em aumento da
atividade fagocitica e producao de NO, mas sem reducado da carga fungica (Calich
et al.,, 2008). Estes resultados conflitantes sugerem que o reconhecimento via
TLR-2 e TLR-4 pode representar um mecanismo de escape do fungo, facilitando
sua livre proliferacao no interior dos fagécitos.

Da mesma forma foi observado que a ligacao do TLR2 pode ter um efeito
protetor ou deletério na infeccdo Candida albicans, contribuindo tanto para a
desativacdo de macréfagos pela secrecao de altos niveis de IL-10, como pelo
controle da resposta inflamatéria pela inducdo de células T CD4+CD25+ com
funcao regulatéria (Netea et al., 2004).

Polimorfismos de um Unico nucleotideo no gene do TLR-2 (Arg753GIn)
foram associados a producado diferencial de citocinas e a suscetibilidade a
tuberculose relacionada a diminuicdo da capacidade de macrofagos de
produzirem citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-12) (Ogus et al., 2004). Outro
polimorfismo do gene do TLR2 (Arg677Trp) descrito em trabalhos realizados na
Coréia foi associado a forma mais grave da hanseniase (forma lepromatosa) e
relacionado a producao aumentada de IL-10 e diminuida de IL-12 (Kang e Chae,

2001; Kang et al., 2002; Kang et al., 2004). Tendo em vista esses antecedentes,
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em trabalho anterior analisamos a ocorréncia do polimorfismo | (Arg753GIn) em
pacientes com PCM e controles saudaveis (manuscrito em preparacao). Era
nossa hipétese encontrar associacdo semelhante nos casos de PCM, uma vez
que a resposta imunoldgica efetiva nessa doengca é dependente de um padrao
pré-inflamatério com ativagdo eficiente de macrofagos. Surpreendentemente
obtivemos um resultado oposto, com uma freqiiéncia de ocorréncia do
polimorfismo Arg753GIn maior nos individuos do grupo controle, que mesmo
expostos ao fungo (residem em zona endémica), ndo desenvolvem a doenca.
Desta forma, nos pacientes o reconhecimento do fungo via TLR2 funcional poderia
resultar em uma resposta de defesa deficitaria e conseqiientemente maior
suscetibilidade. Recentemente, Sutmuller et al (2006) demonstraram que o
reconhecimento via TLR2 pode levar a inducdo de células T regulatérias (Treg),
importantes no controle da resposta imunoldgica. Células Treg com atividade
supressora foram descritas em infecgdes fungicas tanto humanas (Cavassani et

al. 2006) como experimentais (Montagnoli et al., 2002; 2006; Hori et al. 2002).

Na PCM, aparentemente as células Treg naturais apresentam um papel
importante na supressao da resposta imunoldgica celular observada nos pacientes
com a doenca ativa. Cavassani (2006) e Moreira (2008) demonstraram que o
nuamero de células Treg estd aumentado nos pacientes com a doenca ativa, tanto
na circulagdo periférica, como infiltrando os tecidos. Outro fato que pode
corroborar a participagdao das células Treg na PCM é o fato de pacientes, com

ambas as formas clinicas da doenca, apresentarem producao elevada de IL-10
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em relacdo aos individuos saudaveis (Oliveira et al., 2002; Mamoni e Blotta,

2005).

No presente trabalho a estimulagédo com células de P. brasiliensis, permitiu
verificar que 0s mondcitos apresentaram alteracdo na expressao de todos os
TLRs analisados, enquanto que os neutréfilos apresentaram alteragcdo somente na
expressao de TLR2 e TLR4. Neutrdfilos ativados via TLRs limitam a infeccao por
meio da fagocitose de patégenos, liberacdo de peptideos anti-inflamatérios e
citocinas pré-inflamatérias (Parker et al., 2005). Bellocchio e Moretti (2004)
verificaram que TLRs expressos por neutréfilos polimorfonucleares murinos e
humanos sdo capazes de reconhecer diferentemente hifas e conidios de A.
fumigatus. Macréfagos ativados produzem compostos reativos com acao fungicida
contra o P. brasiliensis como o 6xido nitrico e o peréxido de hidrogénio (Nathan et
al., 1983; Brummer Stevens, 1987; Gonzalez et al., 2000; Calvi et al., 2003; Netea
et al., 2003).

Também observamos que a analise da expressdao de TLRs ndao mostrou
diferencas quanto as duas cepas de P. brasiliensis utilizadas para a estimulacéo
das células. A estimulagdo de mondcitos com células de P. brasiliensis resultou
em um rapido (15 min) aumento na expressao relativa do RNAm de TLR2, mas
ndao de TLR1 ou TLR4. Em relacdo aos neutrdfilos ndo foram observadas
diferengas significativas para nenhum TLR avaliado. Neste caso também as 2
cepas do fungo se comportaram de maneira semelhante.

Além dos TLRs, outros PRRs parecem estar envolvidos no reconhecimento

das infecgdes fungicas. A dectina-1, receptor da familia das C-lectinas, tem sido
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amplamente estudada dada a sua propriedade de reconhecer B-glucanas,
importante componente da parede fungica (Brown e Gordon, 2001; Robinson et
al., 2006, Dennehy e Brown, 2007). Diniz et al. (2004) verificaram que a fagocitose
de particulas de zimosan e leveduras de P. brasiliensis € favorecida pela presenca
de pentraxina 3, sendo a dectina-1 o principal receptor envolvido.

Em nosso trabalho a estimulacdo de mondécitos e neutréfilos com zimosan e
leveduras de P. brasiliensis resultou em rapida (30 minutos) diminuicdo da
expressao de dectina-1. Além disso verificamos que a cepa Pb265, que apresenta
maior conteudo de B-glucanos tende a induzir uma diminuicdo mais acentuada de
dectina-1 na superficie de mondcitos, do que a cepa Pb18. Em outros sistemas foi
descrito que apdés a ligacdo o complexo dectina-1/glucano € rapidamente
internalizado (Ariizumi et al., 2000; Brown Gordon, 2001; Brown et al., 2002; Taylor
et al., 2002).

A ligacao de glucanos com dectina-1 promove a produc¢ao de citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10 (Rogers et al., 2005; Dillon et al., 2006). Em um artigo
recente, Ferreira et al. (2007) demonstraram que DCs de camundongos
suscetiveis a infeccao pelo P. brasiliensis apresentam aumento na expressao de
TLR-2, associado a producao de niveis elevados de IL-10 e TNF-a, enquanto que
DCs de camundongos resistentes apresentam menor expressdo de TLR2 e baixa
producdo de ambas as citocinas, demonstrando que o agente etiolégico da PCM
apresenta mecanismos capazes de modular a resposta imunolégica inata via TLR-

2.
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Varios estudos associam a IL-10 a uma resposta imunoldgica deficiente ao
P. brasiliensis. Altos niveis de IL-10 sdo detectados no sobrenadante de culturas
de CMSP de pacientes com PCM estimuladas com antigenos de P. brasiliensis,
(Qliveira et al., 2002), enquanto que em culturas de células de pacientes tratados
0s niveis sdao bem menores (Diniz et al., 2001). Além disso, a concentracdao do
RNAm para IL-10 produzido por células de pacientes com a FJ é maior em relacao
aos pacientes com a FA e individuos com Pl, mostrando a sua associagdo com as
formas mais graves da doenca (Mamoni e Blotta, 2005). Neworal et al. (2003)
detectaram elevadas concentracdes de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 e
o TGF-B, em linfonodos de pacientes com a forma juvenil da PCM, sugerindo que
a estimulacao da producédo destes fatores pode representar um mecanismo de
escape para o fungo tornando os macréfagos refratarios aos efeitos estimuladores
do IFN-y e contribuindo para a evolugdo mais rapida da doenca.

Apesar de mediar a producao de citocinas pro-inflamatérias, o TLR2
também desencadeia a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10.
Estudos recentes demonstraram que Yersinia enterocolitica e C.albicans induzem
imunossupressao por meio da producao de IL-10 mediada por TLR2 (Bellocchio e
Montagnoli et al., 2004; Netea et al., 2004).

A andlise da producdo de citocinas (RNAm e proteina) mostrou que as
leveduras de P. brasiliensis induzem a producgao de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias entretanto, o fato da razdo TNF-o/IL-10 estar diminuida em resposta

ao zimosan e a leveduras Pb265 indica uma producao relativa maior de IL-10
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nestas situagdes, enquanto que o estimulo com Pb18 privilegia a producédo de
TNF-a.

Na PCM a persisténcia do fungo no hospedeiro na forma de laténcia é
pouco compreendida. O indculo fungico pode sobreviver varios anos e servir como
reservatério da doenca, sendo reativado em condicbes de comprometimento da
resposta imunoldgica (envelhecimento, alcoolismo, tabagismo, desnutricdo). A
liberacdo continua de antigenos fangicos desses reservatorios para a circulacao
mantém a infeccdo crbnica, permite a evasado da resposta imunodlogica e leva a
falhas terapéuticas. Ferreira et al. (2004) verificaram que a gp43 purificada de P.
brasiliensis, assim como a infeccao pelo fungo promovem a inibicdo da expressao
de moléculas de MHC de classe Il e da capacidade de adesdo de células
dendriticas, podendo assim reduzir a sua eficacia em ativar a resposta adaptativa.
Similarmente foi demonstrado que a ligacdo de uma lipoproteina de 19 kDa
derivada de Mycobacterium tuberculosis ao TLR-2 leva a inibicao da sinalizacao
via IFN-yR em macréfagos humanos, o que resulta em diminuicdo da expressao
de MHC classe Il e, conseqlientemente, em falha no reconhecimento de antigenos
por células T CD4+ (Gehring et al., 2003).

Em nosso estudo também verificamos que o tratamento de monécitos com
LPS induziu a producdo de concentracdes elevadas de PGE,, enquanto que o
zimosan e leveduras do fungo ndo induziram uma resposta tdo marcante.
Entretanto, vale destacar que a cepa de menor viruléncia (Pb265) estimulou niveis

um pouco mais elevados de PGE, do que as leveduras Pb18. A resposta de
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neutrofilos foi similar a de mondcitos, embora com a producgéo de niveis 10 vezes
menores de PGE..

Varios estudos mostraram que a resposta inflamatéria pode ter um efeito
deletério na PCM. Michelin et al (2002) trataram camundongos infectados por P.
brasiliensis com 3 tipos de inibidores da prostaglandina E> (PGE>) e verificaram
uma reducao no tamanho dos granulomas no figado e nos pulmdes. Além disso,
demonstraram que a PGE, exerce seu efeito imunossupressor na fase inicial da
doenca por meio de mecanismo dependente de IL-4 e IL-10. Similarmente,
(Soares et al., 2001) e Bordon at al. (2007) verificaram respectivamente em
camundongos e humanos que a inibicdo da producdo de PGE; pelo tratamento
com indometacina estimula a atividade fungicida de macréfagos e mondcitos
anteriormente incapazes de lisar leveduras de P. brasiliensis. Em outros modelos
de infeccdo por microrganismos intracelulares a alta producdao de PGE. por
macréfagos foi associada a imunossupressao (Edwards et al., 1986).

Ribeiro (2005) em sua tese de doutorado estudou o papel dos leucotrienos
na determinagao da gravidade da doenca em camundongos infectados com o P.
brasiliensis pela via intratraqueal e constatou que estes mediadores inibem a
atividade fungicida de macro6fagos facilitando o estabelecimento da infeccao.

Desta forma podemos inferir que a interacdo inicial entre patégeno e
hospedeiro que desencadeia uma forte resposta inflamatéria nao leva
necessariamente a uma resposta Th1 protetora, mas parece ativar mecanismos
regulatérios que suprimem a imunidade celular necessaria para o controle da

doenca (Calich e Blotta, 2005).
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Em conjunto, nossos resultados sugerem a participacdo do TLR-2, TLR-4 e
dectina-1 no reconhecimento e internalizagcdo do fungo, e consequente ativacao
da resposta imunolégica ao P.brasiliensis. Além disso, no caso da infeccao por
Pb265 ficou mais evidente que a inducdo de uma resposta inflamatéria
exacerbada poderia ser compensada pela maior producao de IL-10, possibilitando
melhor controle da infeccédo pelo hospedeiro.

A resposta imune inata dirigida contra os fungos envolve a complexa
cooperacao de diferentes PRRs, que reconhecem diferentes PAMPs e ativam a
producdo de citocinas e da resposta adaptativa. Neste contexto os TLRs e
dectina-1 podem ser considerados alvos terapéuticos complementares ao

tratamento convencional.
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PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que:

a)

De maneira geral a expressdo de TLRs e dectina-1 na superficie de
mondcitos e neutréfilos diminui apds exposicdo a leveduras das cepas de
alta (Pb18) e baixa (Pb265) viruléncia de P. brasiliensis, indicando que o
reconhecimento dos antigenos fungicos resulta na rapida internalizacéo dos
receptores.

A intensidade média de fluorescéncia relativa ao TLR-2 foi a maior dentre
os receptores do tipo toll testados, mostrando a sua abundancia na
superficie de mondcitos.

A diminuicao da expressao do TLR-4 induzida pelas leveduras do fungo na
superficie de mondcitos é mais tardia (60 minutos), quando comparado com
o TLR-2. Este fato poderia indicar um papel secundario do TLR-4 na defesa
do organismo contra o fungo.

A intensidade de fluorescéncia da dectina-1 tende a diminuir mais em
resposta ao Pb265, do que ao Pb18 apdés 30 minutos em cultura. Esses
resultados sugerem que a cepa 265 estimula a maior internalizacdo da
dectina-1, provavelmente por apresentar maior contetdo de B-glucanos.

A frequéncia de células positivas para dectina-1 em mondcitos foi maior do
que em neutréfilos, demonstrando a abundancia de dectina-1 nessas
células.

A expressao do RNAm para TLR2 em mondécitos (15 minutos) e neutréfilos

(30 minutos) mostrou uma tendéncia de aumento apds a estimulagdo com
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as leveduras de P. brasiliensis, mostrando a participagao deste receptor no
reconhecimento do fungo.

A expressdo do RNAm para dectina-1 aumenta significativamente apos
estimulacdo com leveduras de P. brasiliensis, tanto em mondcitos, como
em neutréfilos, mostrando a participacédo deste receptor no reconhecimento
do fungo.

A expressdo do RNAm para TNF-a, TGF-B e IL-10 tende a aumentar apo6s
a estimulacdo com leveduras das cepas Pb18 e Pb265, mostrando que o
fungo estimula a producdo de citocinas com atividade pré e anti-
inflamatéria.

A estimulacdo com leveduras de P. brasiliensis leva a maior producao de
TNF-a do que de IL-10 por mondcitos. Entretanto, a razdo TNF-o/IL-10 €
menor na presenca de zimosan e Pb265, mostrando uma concentracao
relativa maior de IL-10 na presenca desses dois estimulos.

Por outro lado, as leveduras da cepa Pb18 estimulam uma maior producao
de TNF-a em relacdo a IL-10, indicando que esta cepa induz uma resposta
inflamatoria mais intensa no hospedeiro.

A produgédo de PGE> em culturas de mondcitos é mais elevada apos a
estimulacdo com LPS e Pb265. Em culturas de neutréfilos a producao de
PGE, é maior em resposta a estimulacdo com LPS, zimosan e Pb265,
embora em concentracbes 10 vezes menores do que as observadas em
mondcitos. Estes dados sugerem que o fungo pode modular a produgéo de

PGE2 no hospedeiro.
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Em conjunto, nossos resultados sugerem a importante participagédo do TLR-
2, TLR-4 e dectina-1 no reconhecimento e internalizacdo do fungo, e
consequente ativagdo da resposta imunoldgica ao P. brasiliensis (figura 29).
Além disso, no caso da infeccdo por Pb265 a indugdo de uma resposta
inflamatoria exacerbada seria contrabalangada pela maior producéo de IL-10, o

que levaria a um melhor controle da infec¢ao pelo hospedeiro.

Pb18
< B-glucano

Pb265
> g-glucano

”
F 5
2 v
* Destruicéio
do fungo
TNF-o/IL-10 + + g TNF-o/IL-10 + + +

PGE?2 + + PGE2 + +

* . Resposta Inflamatéria

Resposta Inflamatéria Exacerbada
Moderada *
Resposta adaptativa adequada Resposta adaptativa desregulada
Controle da infecgao Dano tecidual

Figura 29. Esquema do reconhecimento diferencial das cepas de P
brasiliensis. Provavelmente, leveduras de baixa viruléncia sdo reconhecidas
por receptores do tipo Toll associados com a dectina-1, o que induziria uma
producdo balanceada de citocinas inflamatérias e antiinflamatérias. Ja as
leveduras de alta viruléncia, provavelmente, sdo reconhecidas apenas pelos
receptores do tipo Toll, o que levaria uma producdo desbalanceada de
citocinas e acarretaria, mais tarde, uma resposta imune desregulada.
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ABSTRACT
Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic mycosis in Latin America caused by the

dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. The pattern of the immune responses to P.
brasiliensis determines the disease progression and clinical outcome. Innate immune
response is mediated by phagocytic cells, such as macrophage and neutrophils, which ingest
and kill invading pathogens and then trigger the adaptive immune system through the
secretion of cytokines and chemokines. The C-type like lectin receptors (CLR) and Toll-like
receptors (TLRs) are the two main pattern recognition receptors in phagocytic cells that
recognize fungal components. Therefore, the purpose of the present study was to evaluate
the expression of TLR-1, TLR-2, TLR-4 and dectin-1 (CLR) in monocytes and neutrophils
from healthy individuals after the stimulation with Pb18 (high virulence) and Pb265 (low
virulence) yeasts of P. brasiliensis. As positive controls we used specific ligands to TLR-4
(LPS), TLR-2 and dectin-1 (zymosan). Our results demonstrated a decreased of TLRs and
dectin-1 expression mainly on monocytes than on neutrophils, as soon as 30 minutes after
yeast cells stimulation. This decrease was similar to the one caused by zymosan stimulation
and indicates that up binding the complexes are rapidly internalized. There was a tendency
towards an increased TLR2 and dectin-1 mRNA expression in response to fungal cells,
mainly to Pb265. P. brasiliensis yeast cells induced the production of pro-inflammatory and
anti-inflammatory cytokines, but the low ratio between TNF-a and IL-10 in response to
zymosan and Pb265 point out to a balanced production of IL-10 and TNF-a, while Pb18
predominantly induced TNF-a secretion. Fungal cells also induced an elevated production
of PGE, by monocytes and neutrophils showing their potential to provoke an intense
inflammatory response. Altogether our results suggest the participation of TLR2, TLR-4 and
dectin-1 in P. brasiliensis recognition, internalization and consequent activation of the
immune response against the fungus. Moreover, in our system the preferential recognition of
zymosan and Pb265 by TLR-2 and dectin-1 resulted in the production of adequate
concentration of IL-10, able to counterbalance the excessive inflammatory response
mediated by TNF-a and PGE2. With these attributes the low virulence strain of P.

brasiliensis would induce a controlled immune response beneficial to the host.

Keywords: TLR-2, TLR-4 , dectin-1, monocytes, Paracoccidioides brasiliensis
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INTRODUCTION
Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic mycosis in Latin America caused by

the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis [1]. The pattern of the immune responses
to P. brasiliensis determines the disease progression and clinical outcome . Cellular immune
response plays a major role in the host defense against P. brasiliensis and macrophages are
the most important effector cells that kill the fungus by oxidative mechanisms and cytokines
production [2].

The first step for macrophage activation is the recognition of fungal components by
pattern recognition receptors (PRRs) that signal to the host the presence of infection. The
most important classes of PRR are the Toll-like receptors (TLRs) expressed in phagocytic
cells and dendritic cells (DCs). Recent studies demonstrated the involvement of TLRs on
fungal recognition such as Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Coccidioides posadasii
and Cryptococcus neoformans [3-8].

Studies with TLR-deficient mice showed that TLR-2 and TLR-4 have different role in
the activation of innate immune response. Both can activate NF-kB and induce the
expression of inflammatory cytokines and costimulatory molecules by macrophages and
dendritic cells, suggesting that TLRs participate of innate and adaptive immune response [3].
Netea et al (2002) verified that TLR-4 deficient mice are more susceptible to disseminated
candidiasis than the corresponding wild type and that this effect was mediated by the
deficient production of KC and MIP-2 chemokines, resulting in the decrease of neutrophils
recruitment to the site of infection [5]. They also showed that TNF-a and IL-1 production
was strongly dependent on TLR-2 activation suggesting that a same pathogen can activate
different TLRs [5, 9]. All TLRs (except TLR-3) signal via the adapter molecule MyD88
(myeloid differentiation primary-response protein 88) [10]. MyD88-deficient mice are highly
susceptible to Candida albicans infection due to deficient phagocytic activity and low
cytokine production [3, 11].

Macrophages of TLR-2 and TLR-4-deficient mice infected by P. brasiliensis display
low phagocytic activity and secrete low concentrations of NO, IL-12 and MCP-1 in
association with high IL-10 levels, however these alterations do not reflect in higher levels of

mortality [12].
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P. brasiliensis is a dimorphic fungus and the transition to yeast form is required for
the establishment of the disease. During conversion to the pathogenic form the composition
of the cell wall change to express an increased content of a-glucan ([13]. The level of a-
glucan in the cell wall correlates with the virulence. High virulence strains of P. brasiliensis
like Pb18 exhibit high levels of a-glucan in the cell wall, while Pb265 (low virulence)
express high levels of B-glucan [14]. The presence of high concentration of a-glucan in the
outermost layer of the yeast cell wall may contribute to the pathogenesis by hiding
immunostimulatory -glucan from detection by host phagocytic cells.

Successful infection by fungal pathogens depends on the subversion of host immune
mechanisms that detected conserved cell-wall components such as B-glucans, which are
recognized by dectin-1 receptors on host phagocytes [15]. Dectin-1, a lectin-like receptor,
mediates the inflammatory response to fungi and facilitates pathogen clearance[16]. Dectin-1
is expressed at high levels on blood and splenic monocytes, neutrophils and alveolar and
inflammatory macrophages and at low levels on dendritic cells and T cells [17].

In this paper we aimed to analysed TLR1, TLR-2, TLR-4 and dectin-1 (protein and
mRNA) expression in monocytes and neutrophils from normal donors stimulated by P.

brasiliensis yeast cells of low (Pb265) and high (Pb18) virulence.

Material and Methods

Blood

Heparinized peripheral venous blood was obtained from normal healthy donors This
research was approved by the Medical School Ethic Committee of State University of
Campinas (UNICAMP) and informed consent was obtained from each participant.

P. brasiliensis yeast cells

Yeast cells of P. brasiliensis: Pbl8 (high virulence) and Pb265 (low virulence) were
maintained in Fava-Netto’s culture medium at 35°C for 5 days, and collected. The yeast
cells were washed in sterile phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.2) and homogenized

with glass beads in a Vortex homogenizer. Yeast viability was determined with Jannus
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Green B vital dye (Merck, Darmstad, Germany). Were utilized yeast cells presenting

viability superior to 80%.

Monocyte and neutrophil separation

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) were isolated by centrifugation on Ficoll-
Hypaque solution [density: 1.077] (Amersham Biosciences, Upsala, Sweden). The number
of cells was determined and the monocytes (CD14" cells) were purified with a positive
selection kit (CD14" MicroBead - MACS - Miltenyi Biotec), according the manufacturer
instructions. The neutrophils were isolated from the buff-coat obtained after the removal of
PBMCs. The cells were washed and centrifuged on a second Ficoll-Hypaque solution
[density: 1.199] (Amersham Biosciences, Upsala, Sweden). The cells were collected and
incubated for ten minutes in a lyses buffer to disrupt contaminating red blood cells.
Separated neutrophil and monocytes were washed twice with cold PBS and ressupended in
RPMI 1640 medium (Invitrogen Co, Grand Island, NY, USA) supplemented with 2mM-
Glutamine (Sigma, St Louis, USA), gentamicin (5mg/mL — Sigma) and 10% heat inativated

normal human AB serum, at a concentration of 2 x 10° cells/mL.

Culture conditions

The cells were cultured in 24 wells plates (Costar, Cambridge, MA, USA) at 37° in 5% CO,
atmosphere. Cultures were maintained unstimulated (US) or were stimulated with LPS
(1pg/ml - Sigma, St Louis, USA), zymosan (10pg/ml-Sigma, St Louis, USA) or live P.
brasiliensis yeast cells (strains Pbl8 or Pb265), at 1 yeast to 50 cells ratio. For flow
cytometry experiments the cells were stimulated for 30 and 60 minutes; for qRT-PCR
analyses the cell was cultured for 15 and 60 minutes and for the determination of cytokine
and PGE2 production for 24 hours. All reagents, buffers and solutions utilized were tested
for the presence of contaminating endotoxin with Limulus Amebocyte Lysate (Pyrotell,

Associates of Cape Cod Incorporated, Faumouth, MA).

Flow cytometry
For the detection of surface molecules, the cells were resuspended at 1 x 107 cells/mL in
reaction buffer (PBS-sodium azide (2 mM)-BSA (1%)) and 20 pL of this suspension was

added to 96 wells plates containing a mixture of monoclonal antibodies: biotin-labeled anti-
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TLR-1, anti-TLR-2 and anti-TLR-4, and monoclonal anti-dectin-1 (mouse IgG2b) (R&D
Systems — Minneapolis - USA); anti-CD14-FITC and anti-CD16-FITC (Caltag-Invitrogen,
Carlsbad — USA). After 15 minutes of incubation the cells were washed and was added
streptavidin-PE (R&D Systems) for TLRs or anti-mouse-IgG2b-PE for dectin-1 labeling
(Caltag-Invitrogen, Carlsbad — USA). The cells were incubated for 20 minutes, then washed
and fixed with paraformaldehyde (2% in PBS). In the experiments performed to determine
the occurrence of receptor internalization, after the surface staining the cells were
permeabilized with PBS-saponin (0,5%) solution for 10 minutes, and incubated with the
same antibodies for 30 minutes, washed and with the secondary reagents for 15 minutes.
After fixation the samples were analyzed on a FACScalibur flow cytometer using CellQuest
software (BD Biosciences — Frankles Lakes - USA), with selection of the neutrophil and

monocyte/macrophage regions (gates).

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from cells with TRIzol reagent (Invitrogen Co., Carlsbad, CA,
USA) according the manufacturer instructions. Samples were quantified using an UV
spectrophotometer, GeneQuant Pro (Amersham Pharmacia, Bucks, UK). Before cDNA
synthesis the samples were treated with 1 U of human DNasel (Ambion — Applied
Biosystems, California - USA) for 30 min at 37°C and then treated with EDTA (0,5M) to
stop the reaction. The samples were then reverse transcribed with 200 U SuperScript 11
(Invitrogen Co) and oligo(dT) 12—-18 (Invitrogen Co) for 50 min at 40°C. The enzymatic

activity was removed incubating the samples for 5 min at 90°C.

QRT-PCR protocol

Synthetic oligonucleotide primers were designed through PrimerExpress software (Applied
Biosystems, California - USA), using cDNA sequences obtained in the GeneBank (see table
I for primers sequences and the accession number). All samples were assayed in a 10 pL
volume, containing 5 ng cDNA, 5 pL of SYBR Green Master Mix PCR (Applied
Biosystems) and 150 nm of specific primers. Amplification was carried out in a 48-well
reaction plate equipment (StepOne 48- Applied Biosystems) using the following reaction

conditions: 95 °C melting for 15 s, 60°C annealing/ extension for 1 min. Two replicas of
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each sample were run on the same plate and a dissociation curve was performed at the end
of each run to check for non-specific amplification. To confirm the reproducibility and
accuracy of each reaction, the intra-assay precision (R2) was analyzed and accept if more
than 0.99. The transcripts assayed demonstrated real-time PCR efficiency rates over 90% for
all primers. GAPDH and UBC were utilized as reference genes. To determine the relative

gene expression, the GeNorm program was utilized [18]

ELISA

Commercial kits for TNF-a, IL-10, (Duoset ELISA; R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA) and prostaglandinE2 (Biotrack (EIA) System GE HealthCare,
Brickinghamshire — UK), were utilized following the manufacturer instructions. The
detection limits were 15,62 pg/mL for TNF-a, 31,2 pg/mL for IL-10 and 2,5 pg/mL for
prostaglandinE2.

Statistical analysis
Values are presented as medians. Comparisons were made using the Kruskall-Wallis
nonparametric test or the Wilcoxon’s rank-sum test for paired samples. A P-value < 0.05

was considered statistically significant.
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Results

The first set of experiments intended to verify the expression of TLR-1, TLR-2, TLR-
4 and dectin-1 on monocytes and neutrophils from normal donors by flow cytometry. In all
experiments LPS and zymosan were used as positive controls.

A significant decrease in TLR-1 expression was observed when monocytes were
stimulated for 30 minutes with LPS and P. brasiliensis yeast cells (Pb18 and Pb265), but not
with zymosan. After 60 min the only difference that remained was in relation to LPS (fig.
1A). TLR-2 expression was very high in unstimulated monocytes and significantly decreased
after stimulation for 30 minutes with LPS, zymosan and P. brasiliensis yeast cells (Pb18 and
Pb265). After 60 minutes the differences were no longer observed (fig. 1B).

The frequency (%) of TLR-1" and TLR2" monocytes did not change after the
stimulation for 30 or 60 minutes with LPS, zymosan, Pb18 or Pb265 (data not shown).

The expression of TLR-4 on monocytes decreased only in the presence of LPS (data
not shown), but a strong effect was detected in relation to the frequency of TLR-4" cells (fig.
1C). The percentage of TLR-4+ cells dropped almost 15% in the presence of LPS in 30
minutes of culture and around 25% in 60 minutes. In addition, P. brasiliensis yeast cells
(Pb18 and Pb265) also induced a decay in the number of TLR-4" cells, but only at 60
minutes (fig. 1C). Zymosan stimulation provoked a marked decreased in dectin-1 expression
on monocytes. P. brasiliensis yeast cells also led to a significant decrease in dectin-1
expression at 30 min, but in a lower intensity (fig. 1D). At 60 min, in addition to zymosan,
only Pb265 yeast cells were able to induce a decrease in dectin-1 expression (fig. 1D).

The expression of TLR-1 in neutrophils was similar in all conditions and no
differences were observed in relation to unstimulated cells (fig. 2A). The only significant
difference was detected in neutrophils stimulated with zymosan that expressed lower levels
of TLR-1 in relation to LPS (fig. 2A). Differently, an impressive reduction on TLR-2
expression was detected mainly in response to fungal cells stimulation, but also triggered by
LPS and zymosan at 30 min of culture (fig. 2B). At 60 min there was a general decrease in
TLR-2 expression compared to 30 min and no significant differences were detected between
unstimulated and stimulated cells. The only significant difference was detected in neutrophils

stimulated with LPS that expressed lower levels of TLR2 in relation to Pb265 (fig. 2B).
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The expression of TLR-4 in neutrophils did not change in response to any of the
stimuli (data not shown). However, the frequency of TLR-4+ cells notably decreased in
response to LPS and in a smaller extension to Pb265 yeast cells (fig. 2C). A significant
difference was detected between Pb18 and Pb265, with a lower percentage of TLR-4" cells in
the latter at 30 min, but not at 60 min (fig. 2C). Dectin-1 expression on neutrophils decreased
only in the presence of zymosan (data not shown). Differently, the frequency of dectin-1+
cells markedly decrease in response to LPS but not to zymosan in both 30 and 60 min (fig.
2D). The stimulation with Pb265, but not Pb18 induced a small but significant decrease the
percentage of dectin-1" cells at 30 min (fig. 2D)

To assess if the decrease of TLRs and dectin-1 on cell surface was due to
internalization we performed experiments in which surface and total (surface plus
intracellular) labeling were compared before (unstimulated) and after stimulation. In
unstimulated cells, surface and total labeling for TLR-1, TLR-2, TLR-4 and dectin-1 were
almost the same, as expected. LPS, zymosan, Pb 18 or Pb265 stimulation resulted in small
differences between surface and total labeling for TLR-1 (fig. 3A). The analysis of total
labeling for TLR-2 showed a considerable increase in relation to surface labeling, mainly in
response to zymosan, but also to P. brasiliensis yeast cells, suggesting that these receptors
may have been internalized (fig. 3B).

LPS probably induced the highest internalization of TLR-4 followed by Pb265, since
the difference between total and surface labeling was around 150% and 80% respectively
(fig. 3C). Stimulation with Pb265 induced a high difference between total and surface
labeling for dectin-1 indicating the internalization of the fungal cell and the receptor.
Zymosan and then Pb18 stimulation also had an effect but in a small proportion (fig. 3D).

In the next set of experiments we evaluated TLRs and dectin-1 mRNA expression
after stimulation with P. brasiliensis yeast cells. Initial experiments were performed to assess
the effect of specific ligands on monocytes. In general LPS induced TLR-1 and TLR-4
mRNA expression, while zymosan promoted TLR-2 and dectin-1 mRNA expression (data
not show). P.brasiliensis yeast cells did not induce TLR-1 mRNA expression in monocytes,
since no differences were detected in relation to unstimulated cells, neither at 15 nor at 60

min (fig. 4A).
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In relation to TLR-2 mRNA expression, at 15 min there was a tendency towards an
increase in monocytes stimulated with both Pb18 and Pb265 yeast cells. At 60 min there was
an increase in TLR-2 mRNA expression in all conditions but without significant difference
among them (fig. 4B). The stimulation with P. brasiliensis yeast cells did not result in any
difference in TLR-4 mRNA expression in relation to unstimulated cells neither at 15 nor at
60 min (fig. 4C).

The expression of dectin-1 mRNA was significantly higher in monocytes stimulated
for 15 min with Pb265 in relation to unstimulated cells and Pb18 (tendency). Differently, at
60 min PB265 and in a smaller extension Pb18 were both able to induce significantly higher
expression of dectin-1 mRNA in relation to unstimulated cells (fig. 4D).

As demonstrated for monocytes, TLR-1 mRNA expression in neutrophils showed no
variation in response to stimulation with fungal cells at any time analyzed (fig. 5A). On the
other hand, Pb265 induced an increase in TLR-2 mRNA expression as soon as 15 minutes
(tendency) and more evidently at 60 minutes, when Pb18 also had a positive effect (fig.5B).
Pb18 yeast cells were able to strongly stimulate TLR-4 mRNA expression after 60 minutes.
However, Pb265 did not show any effect over TLR-4 mRNA expression (fig. 5C).

Pb265 had a strong effect on dectin-1 mRNA expression in neutrophils as soon as at
15 minutes of culture (fig. 5D). However, at 60 minutes dectin-1 mRNA returned to basal
levels even in the presence of fungal cells (fig. 5D).

In order to evaluate the impact of P. brasilensis yeast cells stimulation on cytokine
production we determined the levels of TNF-a and IL-10 in monocytes supernatants. LPS
and zymosan induced substantial levels of TNF-a production in 24-h monocytes cultures.
The stimulation with Pb18 also induced significant production of TNF-a., although in lower
levels as compared to LPS and zymosan (fig. 6A).

Similarly LPS and zymosan stimulation resulted in elevated production of IL-10,
while P. brasiliensis yeast cells induced only basal levels (fig. 6B).

The evaluation of TNF-o/IL-10 ratio showed that Pb18 induced an imbalance towards
an inflammatory response with a predominance of TNF-ca.. Differently, in relation to Pb265

the induction of IL-10 counteracted TNF-a production, in a balance probably positive for the

host (fig. 6C).
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LPS induced high levels of PGE; in monocytes supernatants followed by zymosan,
Pb265 and Pbl8 (fig. 7A). However, besides LPS, the only significant difference was
observed in relation to Pb265 (fig. 7A). The production of PGE2 by neutrophils almost
followed the same pattern as for monocytes, although in concentrations 10 times lower. In
relation to unstimulated cells, LPS, zymosan and PB265 were able to induce significant

higher levels of PGE2 (fig. 7B).
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DISCUSSION

Structural polysaccharides of fungal cell wall like B-glucans, chitin and mannan are
highly conserved among the fungus and considering that the cell wall is critical for growth
and survival, these constituents are ideal PAMPs.

The analysis of TLRs expression by flow cytometry showed that the stimulation of
monocytes and neutrophils with P. brasiliensis yeast cells resulted in alteration of TLR-1,
TLR-2, TLR-4 expression on cell surface. The alterations were similar to the ones induced by
specific ligands for TLR-2 (zymosan) and TLR-4 (LPS) showing that these components of
the fungal cells act in a similar manner as these PAMPs which effect on TLRs are recognized
for a long time.

The stimuli with P. brasiliensis yeast cells resulted in decrease of all TLRs expression
in monocytes and of TLR-2 and TLR-4 in neutrophils. This effect may be a result of the
recognition and internalization of the fungus by the phagocytic cell and consequently of the
receptor to which they bind. Triantafilou at al (2006) verified that stimulation with triacyl
lipopeptides led to the internalization of the heterodimer TLR-1/TLR-2 . Recent studies have
shown the important role of TLRs recognition and phagocytosis of the pathogen to the
complete cell activation and development of all effector functions of the cell [19, 20].

In our study the stimulation with LPS, in addition to TLR-4, also altered the
expression of TLR1 and TLR-2, although in a smaller proportion. The LPS used in the
cultures may explain this fact. According to the manufacturer Lipopolysaccharide of E. coli
0127:B8 (Sigma L3129) may contain up to 1% of protein contaminants and other
carbohydrate that may contribute to the recognition of TLR-1 and TLR-2. Studies have
shown that in association with TLR-2, TLR-1 recognizes triacyl lipopeptides of bacterial
wall, as well as atypical LPS [21]. However, although we observed an inespecific response to
LPS, it was possible to verify that the addition of LPS in the cultures induced a striking effect
on TLR-4 expression.

P. brasiliensis yeast cells induced a higher and earlier (30 min) decrease on TLR-2
expression as compared to TLR-4 (60 min). TLR-2 is able to bind to many ligands what
enable it to recognize PAMPs on different pathogens. The versatility of TLR-2 recognition is
mostly due to its capacity to act together with other TLRs molecules such as TLR-1 and

TLR-6 [10]. In such way TLR-2 may give rise to different types of responses such as pro-
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inflammatory (TNF-a and IL-12p40 production) and anti-inflammatory, with IL-10
production being used by some pathogens as an evasion mechanism [22, 23]. On the other
hand, TLR-4 also induces the production of cytokines such as MIP-2a in response to
Candida albicans and in the recruitment of neutrophils [24]. In this context the late response
of TLR-4 could have a secondary role in the defense of against fungi.

The stimulation of monocytes with P. brasiliensis yeast cells altered TLR 1, 2 and 4
expression on monocytes while only TLR-2 and TLR-4 on neutrophils. Neutrophils activated
via TLRs are able to limit the infection by the phagocytosis of pathogens, the release of anti-
inflammatory peptides and pro-inflammatory cytokines [25]. Bellochio et al (2004) verified
that TLRs expressed in murine and human neutrophils can differently recognize hyphae and
conidia of Aspergillus fumigatus [26] Activated macrophages produced oxygen reactive
products with fungicidal activity against P. brasiliensis such as nitric oxide and hydrogen
peroxide [27-31].

Experimental studies showed that P. brasiliensis yeast cells are recognized by TLRs
on macrophages resulting in increased phagocitic activity and NO production, but without
reducing the fungal burden [12]. These conflicting results suggest that the recognition via
TLR-2 e TLR-4 may represent an escape mechanism that allows the fungus to replicate
inside the phagocytes.

It was also observed that TLR2 ligation may have a protective or deleterious effect
over the infection with Candida albicans, contributing for macrophages deactivation by the
secretion of high levels of IL-10 or by the control of inflammatory response by the induction
of T CD4+CD25+ regulatory cells (Treg) [32].

Recently Sutmuller et al (2006) demonstrated that TLR2 have an important role in
inducing the expansion and control of Treg cells. These cells are very import in the control
of the immune response since in their absence there is an exacerbation of the inflammatory
response and the occurrence of autoimmune diseases, while their excessive activation may

be associated to susceptibility to different pathogens [33].

The number of Treg is elevated in patients with active PCM both in peripheral blood
and lesions [34, 35]. Another fact that corroborates the participation of Treg cells in PCM is
the elevated production of IL-10 in patients compared to healthy donors [36, 37].
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The analysis of TLRs expression did not show differences between the Pb18 and
Pb265 strains of P. brasiliensis yeast cells, except the frequency of TLR-4" neutrophils that
decreased after Pb265, but not Pb18 stimulation.

The stimulation of monocytes with P. brasiliensis resulted in a rapid (15 min)
increase in the relative expression of TLR-2, but not of TLR-1 or TLR-4 mRNA. Again no
differences were detected between Pb18 and Pb265.

Along to TLRs another PRRs have been demonstrated a crucial role in fungal cells
recognition. Dectin-1, a receptor of the C-lectin family has been studied due to its capacity to
recognize -glucans, important component of fungal wall [38-40]. Diniz et al (2004) showed
that blocking dectin-1 molecules decreased the phagocytosis of zymosan particles and P.
brasiliensis yeast cells, with a negative effect over the production of oxygen reactives [41].

In our study the stimulation of monocytes and neutrophils with zymosan and P.
brasiliensis yeast cells resulted in a rapid (30 min) decrease of dectin-1 expression. In
addition, Pb265 that contains a high concentration of B-glucan was able to induce a higher
reduction in dectin-1 expression on monocytes surface than Pb18. In another systems it was
described that after the ligation of dectin-1/B-glucan the complex is rapidly internalized [17,
38,42, 43].

The ligation of glucans with dectin-1 induces the production of anti-inflammatory
cytokines such as IL-10 [44, 45]. In a recent paper Ferreira et al (2007) demonstrated that
DCs of mice susceptible to P. brasiliensis infection expressed elevated levels of TLR-2
associated to the production of high concentrations of IL-10 and TNF-a [46]. On the other
hand, resistant mice exhibited low levels of TLR-2 and low production of both cytokines,
showing that P. brasiliensis is able to modulate the innate immune response via TLR-2.

Many studies have shown an association between IL-10 production and a deficient
response to P. brasiliensis. High levels of IL-10 are detected in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from patients with active PCM stimulated with fungal antigens
[37], while after antifungal treatment the levels are lower [47]. In addition, the concentration
of IL-10 mRNA in PBMCs from patients with the juvenile form of PCM is higher compared
with patients with the adult form and individuals with PCM-infection, showing the

association of IL-10 with severe forms of the disease [36].
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The analysis of cytokine production showed that P. brasiliensis yeast cells induced
the production of pro-inflammatory and ant-inflammatory cytokines, but the low ratio
between TNF-a and IL-10 in response to zymosan and Pb265 point out to a preferential
production of IL-10, while Pb18 predominantly induced TNF-a secretion.

Fungal cells also induced an elevated production of PGE, by monocytes and
neutrophils showing the important role of this mediator in fungus-host relationship. Recent
studies have shown that the inflammatory response may have a deleterious effect in PCM.
Michelin et al treated infected mice with 3 types of prostaglandin (PGE2) inhibitors and
verified a reduction in granuloma size in the liver and lungs. In addition they showed that
PGE2 has an immunossupressive effect at the beginning of the infection by a mechanism
dependent on IL-10 and IL-4 [48]. Similarly it was described that the inhibition of PGE2 by
indometacin stimulates the fungicidal activity of macrophages and monocytes, previously
unable to kill P. brasiliensis yeast cells [49, 50].

Altogether our results suggest the participation of TLR2, TLR-4 and dectin-1 in P.
brasiliensis recognition and internalization and consequent activation of the immune
response against the fungus. Moreover, the capacity of Pb265 to stimulate TLR-2, dectin-1
and the production of IL-10 may account for the induction of a controlled immune response

beneficial to the host.
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Figure 1. TLR-1 (A), TLR-2 (B), TLR-4 (C) and dectin-1(D) expression on monocytes from
normal donors unstimulated (US) and stimulated with LPS (10pg/mL), zymosan (10 pg/mL)

or P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265), for 30 or 60 minutes. Data are expressed as

Mean Fluorescence Intensity for TLR-1, TLR-2, dectin-1, and as % of positive cells for

TLR-4. Horizontal bars represent median. *p<0.05, Wilcoxon.
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Figure 2. TLR-1 (A), TLR-2 (B), TLR-4 (C) and dectin-1(D) expression on neutrophils

from normal donors unstimulated (US) and stimulated with LPS (10pg/mL), zymosan (10

ug/mL) or P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265), for 30 or 60 minutes. Data are

expressed as Mean of Fluorescence Intensity for TLR-1, TLR-2, and as % of positive cells

for TLR-4 and dectin-1. Horizontal bars represent median. *p<0.05, Wilcoxon.
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Figure 3. Representative histograms of one experiment showing surface (S) and total (T:
surface + intracellular) expression of TLR-1, TLR-2, TLR-4 and dectin-1 in monocytes
from normal donors unstimulated (US) or stimulated for 30 minutes with LPS (10pg/mL),

zymosan (10 pg/mL) or P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265).
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Figure 4. Relative expression of TLR-1 (A), TLR-2 (B), TLR-4 (C) and dectin-1 (D) mRNA
in monocytes from normal donors unstimulated (US) or stimulated for 15 or 60 minutes with
P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265). Values recorded were normalized according to
the quantity of GAPDH and ubiquitin mRNA in each sample measured in the same RT-PCR

run. Horizontal bars represent median. *P<0.05, Kruskal-Wallis.
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Figure 5. Relative expression of TLR-1 (A), TLR-2 (B), TLR-4 (C) and dectin-1 (D) mRNA

in neutrophils from normal donors unstimulated (US) or stimulated for 15 or 60 minutes

with P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265). Values recorded were normalized according

to the quantity of GAPDH and ubiquitin mRNA in each sample measured in the same RT-

PCR run. Horizontal bars represent median. *P<0.05, Kruskal-Wallis.
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Figure 6. Levels of TNF-a (A) and IL-10 (B) in supernatants of monocytes from normal
donors unstimulated (US) or stimulated with LPS (10pg/mL), zymosan (10 pg/mL) or P.
brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265) for 24h. C: TNF-o/IL-10. Horizontal bars represent
median. *p<0.05, Kruskal-Wallis.

181
Anexo



Camila Vicente Bonfim

0.0360

A B . 0.0152
. 0.0300 .
0.0100
1000 0.0180 60- 0.0074 0.0499
00041 0.0728 . ' A
A, AAA
1 A
= 8001 —ah v ~ A vy
= vy % E v .o ~e
a u A —— 14 ° 2
T U A A ERARLO S
2 P 9 . * %0
. v ¢ . v o
v 451
|
400 T T T T T 40 T T T T ;
us LPS Zym Pb18 Pb265 us LPS Zym Pb18 Pb265

Figure 7. Prostaglandin E2 (PGE,) detected in supernatants of monocytes (A) and
neutrophils (B) from normal donors unstimulated (US) or stimulated for 24 h with LPS
(10pg/mL), zymosan (10 pug/mL) or P. brasiliensis yeast cells (Pb18 or Pb265). Horizontal
bars represent median. *p<0.05, Kruskal-Wallis.
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