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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenca endémica, considerada a micose sistémica
mais prevalente no Brasil. A resposta ao agente etioldgico, o fungo Paracoccidioides spp. €
multifatorial e complexa, sendo que a natureza da resposta imune inicial, ou inata, resultara
em um padrao de suscetibilidade ou resisténcia a PCM. Este estudo teve como principal foco
a analise dos padrdes moleculares de suscetibilidade ao P. brasiliensis, comparando as
diferencas na resposta de células importantes na primeira linha de defesa ao fungo, por meio
da analise da expressdo génica, em duas linhagens de camundongo: uma suscetivel (B10.A) e
outra resistente (A/J). Para isto, células dendriticas (BMDC) e macrofagos polarizados (M1-
like, GM-BMM, e M2-like, M-BMM), derivados da medula 6ssea dessas duas linhagens
murinas, foram co-cultivados, na auséncia ou na presenca de leveduras de P. brasiliensis.
Apobs 6 horas, de co-cultivo, o RNA das BMDCs foi extraido e empregado em anélises
transcritdmicas em larga escala (RNA-seq). As analises preliminares validam a qualidade das
sequéncias obtidas e asseguram seu uso nas etapas subsequentes das andlises dos dados
gerados pelo experimento de RNA-seq. Dentre os genes descritos como diferencialmente
expressos entre o grupo controle (ndo infectado) e o grupo experimental, oito tiveram sua
expressao validada por qRT-PCR. Os genes diferencialmente expressos em ambas as
linhagens foram agrupados por ontologia génica e vias de KEGG para fornecer um panorama
geral da reprogramacdo do transcritoma em resposta a infec¢do por P. brasiliensis. Em
resumo, as BMDCs da linhagem A/J montam uma resposta controlada com poucos genes
diferencialmente expressos em relagdo a condi¢do controle. Ja, as BMDCs da linhagem
B10.A apresentam uma resposta intensa, com uma maior varia¢do de expressao diferencial de
genes. Neste trabalho, também avaliamos o impacto da polarizacdo de macréfagos no modelo
murino de PCM. Em geral, independente da linhagem de camundongos, os macréfagos com
polarizagdo similar a M2 (M-BMM), mostraram-se mais bem equipados para combater o
fungo, apresentando o aumento nos niveis de transcritos de quimiocinas e citocinas. Ainda
sobre o padrao desta resposta de macrdfagos do tipo M2, também foi observado que
comparado a B10.A, os M2-like de A/J desenvolveram uma resposta mais efetiva quanto ao
controle da infec¢do, tendo sido também observado o aumento nos niveis de transcritos
associados as vias de transdu¢do de sinal dos TLRs, Dectina-1 e complemento, entre ouros.
Por outro lado, os macréfagos com a diferenciacdo similar a M1 (GM-BMM) de ambas as
linhagens de camundongo aumentaram os niveis dos transcritos de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 ¢
TNF-a quando comparados aos M-BMMs (tipo M2) infectados. GM-BMMs de B10.A
mostrou uma diminui¢do nos niveis de alguns transcritos associados as vias de sinalizagdo a
partir de TLRs, Dectina-1 e complemento, entre outros PRRs anti-fungicos, quando
comparados aos GM-BMMs da linhagem A/J.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Células Dendriticas, Macrofagos,
Resisténcia/Susceptibilidade, RNA-seq



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), a rural and suburban endemic disease, is considered the
most prevalent systemic mycosis in Brazil. The response to its etiological agent
(Paracoccidioides spp.) is multifactorial and complex. However, the manner in which the
initial response is developed will determine if the patient presents a resistance or
susceptibility to this infection. The focus of this study was to analyze the molecular patterns
of susceptibility to P. brasiliensis infection, by comparing the differences in gene expression
of cells of a susceptible (B10.A) and a resistant (A/J) mice strain, important in the first line of
defense, in response to this fungus. To this end, dendritic cells (BMDC) and polarized
macrophages (M1-like, GM-BMM, and M2-like, M-BMM) derived from the bone marrow of
both murine strains were co-cultured with P. brasiliensis. After 6 hours co-culture, the RNA
extracted from dendritic cells were sequenced by RNA-seq. Preliminary analysis of the RNA-
seq data validated the quality of the sequences obtained and therefore ensured their use in
subsequent steps of analysis. Of these, the expression of eight genes, up-regulated and/or not
modulated, were validated by qRT-PCR. The genes differentially expressed in both strains
were grouped then by gene ontology and KEGG pathways to provide an overview of the
transcriptome reprogramming to P. brasiliensis infection. In summary, the BMDCs of the A/J
strain mounts a controlled response with few differentially expressed genes relative to the
control condition. While, the BMDCs of B10.A strain presents a more intense response with
a wider range of differential gene expression. In this work, we also evaluated the impact of
macrophage polarization in the murine model of PCM. In general, regardless of mouse strain,
macrophages with M2-type polarization (M-BMM), proved to be better equipped to fight the
fungus, with increase transcripts accumulation of chemokines and cytokines. Even within this
polarazition, in comparison with B10.A M-BMMs, A/J] M-BMMs developed a more effective
control of infection, being also observated an increase in the transcripts levels associated with
the signal transduction of TLRs, Dectin-1, complement, and others. Moreover, the
macrophages with type M1 differentiation (GM-BMM) infected with P. brasiliensis of both
mouse strains increased transcript levels of IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 and TNF-a when
compared to infected M-BMMs (M2 type). B10.A GM-BMM showed a decrease in the levels
of some transcripts associated with TLR, Dectin-1 and complement signaling pathways, and
other associated antifungal PRRs when compared to A/J GM-BMM.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Dendritic cells, Macrophages,
Resistance/Susceptibility, RNA-seq
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também chamado CCL2)

MOI — Multiplicity of infection — Propor¢ao de células de patégeno x hospedeiro

mRNA — RNA mensageiro

rRNA — RNA Ribossdmico

tRNA —RNA transferéncia

miRNA — micro RNA

c¢DNA — DNA copia

NGS - Next-generation sequencing (Sequenciamento de nova geracdo), também chamado
high throughput sequencing.

SAGE - andlise em série de expressao génica

RNA-Seq - sequenciamento de mRNA



PBS -Phosphate buffered saline (Solugdo salina tamponada com fostato). Tampao de pH
proximoao fisiolégico comumente usado em procedimentos com células de mamiferos.

PRR — Pattern Recognition Receptor (Receptor de Reconhecimento de Padrao)

PAMP — Pathogen Associated Molecular Pattern (Padrdo Molecular Associado a Patdégeno)
qRT-PCR — Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction

RPM - Rotag¢des por minuto

SFB — Soro fetal Bovino



1 CONTEXTUALIZACAO DO PROJETO DE DOUTORADO

Dentre as respostas das células do sistema imunoldgico do hospedeiro aos diversos
estimulos externos, aquelas desencadeadas pela interacdo com os microrganismos sdo de
grande interesse. Nesta interacdo, sdo observadas mudancgas no padrao de expressdo dos
genes tanto do hospedeiro quanto do patégeno, que sdo importantes para o curso da infeccao.

Uma vez que a incidéncia e a prevaléncia de doencgas fungicas sistémicas representam
um problema de satide mundial, as pesquisas nesta drea sdo de relevancia médica. Este
projeto de doutorado insere-se em um projeto maior, “Caracterizacdo das bases moleculares
da suscetibilidade imunoldgica a infeccdo flngica sistémica e selegdo de peptideos
antimicrobianos com ag¢do imunoregulatéria” (PRONEX/FAPDF/CNPq -edital 03/2009;
Processo 193.000.571/2009), que tem como objetivo principal caracterizar a resposta imune
do hospedeiro contra os fungos Candida albicans, Criptococcus neoformans €
Paracoccidioides brasiliensis, para o melhor entendimento das bases moleculares de
resisténcia/suscetibilidade dos hospedeiros as infec¢des fungicas, assim como identificar
potenciais alvos terapéuticos e novos farmacos ativos no tratamento de micoses sistémicas.

O nosso nucleo “Imunologia Molecular de Micoses Sistémicas”- responsavel pelo
projeto Pronex/FAPDF/CNPq — Edital 03/2009 (Processo 193.000.571/2009)- reune
pesquisadores da Universidade de Brasilia (UnB), do Hospital Universitdrio de Brasilia
(HUB) ¢ da Universidade de Sao Paulo (USP). Ha, ainda, vinculos ¢ colaboragdes com o
grupo de pesquisa liderado pelo Dr. Arturo Casadevall, do Albert Einstein College, NY/USA.
A andlise do padrao de expressdo génica diferencial do hospedeiro em resposta a infecgao

fungica foi realizada por meio do sequenciamento de mRNA (RNA-seq) em larga escala.



2 INTRODUCAO

A elevagdo da incidéncia de doengas fungicas tem sido atribuida ndo somente ao
aumento no numero de pacientes imunocomprometidos (Chakrabarti A. 2005, Menzin et al.
2009, Prado et al. 2009, Rivera, 2014, Dignani et al. 2014), mas também a registros em
individuos imunocompetentes (Ali et al. 2003, Bigliazzi et al. 2004, Thorpe et al. 2004, Chen
et al. 2008, Saini et al. 2010).

Dentre as doengas fingicas, as denominadas invasivas sdo a maior causa de morbidade
e mortalidade entre os pacientes imunocomprometidos, € impactam nos custos dos servicos
de saude, principalmente devido a complexidade do diagndstico, da prevencdo e do
tratamento. As taxas de mortalidade nestes agravos sdo superiores a 30% mesmo sob a
introducdo de novas classes de antifungicos (azo6is e equinocandinas) na pratica clinica
(Brown e Netea 2012, Dignani et al. 2014). Por outro lado, a dificuldade no diagnoéstico
implica em um tratamento empirico, com uso de diversas ferramentas, incluindo dados
epidemioldgicos, métodos ndo padronizados e imagens (Brown e Netea 2012, Dignani et al.
2014). Adicionalmente, grande parte da informac¢do epidemioldgica pode ndo estar precisa
dado que se estima uma chance de 50% deste diagndstico ocorrer posteriormente a morte
(Dignani et al. 2014, Coutinho et al. 2015). No Brasil, este cenario ¢ similar. Entre 1996 e
2006, cerca de 3500 mortes ocorreram em consequéncia das doengas fungicas, entre elas
paracoccidioidomicose (PCM), criptococose, histoplasmoses, candiadiase, aspergilose,
coccidioidomicose e zigomicose (Prado et al. 2009, Coutinho et al. 2015). Esse niumero pode
ser ainda maior dado que a notificagdo de pacientes diagnosticados com micoses sistémicas
ndo ¢ mandatoria, porém os registros de autopsias podem ser uma ferramenta util dado que
complementa o diagndstico desse tipo de doenga (Hotez et al. 2008, Dignani 2014).

Por outro lado, os tratamentos tradicionais requerem longos periodos de tempo, e
podem acarretar efeitos colaterais severos, além da possivel selecdo de microrganismos
resistentes (Carrillo-Munoz et al. 2006, Kauffman 2006, Perlin 2015, Sanguinetti et al. 2015).
Ainda, o desenvolvimento de outros possiveis tratamentos e vacinas ainda estd em fase de
pesquisa clinica. (Santos e Levitz 2014, Davis et al 2015).

Neste sentido, tem-se a urgéncia das pesquisas na area de doengas fungicas.
Atualmente ha um aumento de interesse de dreas interdisciplinares, e suas publicagdes
apontam a necessidade de conscientizacdo e suporte para projetos de pesquisa com intuito de

elaborar e testar novos farmacos e tratamentos alternativos para as infecgdes micdticas



(Brown et al. 2012). Entre os estudos na area, aqueles relativos as respostas protetoras do
sistema imunologico do hospedeiro na interagdo com os microrganismos sdo os de maior
destaque, ja que o conhecimento adquirido influenciard diretamente o tratamento e, portanto,
no prognostico do paciente (Brown et al. 2012, Brown e Netea 2012).

Sabe-se que a defesa imunoldgica do hospedeiro mamifero contra as micoses
sistémicas ¢ complexa e multifatorial, ¢ depende de mecanismos inatos e adaptativos
(Janeway et al. 2001). A resposta inata esta relacionada no controle inicial da infecgdo e
influencia o desenvolvimento da imunidade adaptativa, celular ou humoral, quando ocorre a
persisténcia do patogeno (Janeway et al. 2001).

Sendo assim, o entendimento das bases moleculares da resposta do hospedeiro a
infec¢do por patogenos e sua regulacdo ¢ essencial para o conhecimento de mecanismos e
vias pelas quais patogenos evadem-se do sistema imunitidrio. A interagdo patdgeno-
hospedeiro pode resultar em diversas alteracdes na célula hospedeira, dentre elas a ativagdo
de vias de sinalizagdo celular com a reprogramagao do transcritoma. Por isso, se torna cada
vez mais importante, a compreensdo do complexo como um todo: mudangas no padrdo de
expressdo dos genes tanto do hospedeiro quanto do patéogeno; estado hormonal, nutricional,
psicologico e estado da microbiota do hospedeiro; tamanho do in6culo e isolado do patdgeno;
e, principalmente, como a interagdo hospedeiro-patdgeno ¢ regulada.

Diversas metodologias, tais como microarranjos, analise em série de expressao génica
(SAGE) e, mais recentemente, o sequenciamento de mRNA (RNA-Seq) foram desenvolvidas
e aperfeigoadas para a quantificacdo de transcritos em larga escala. Essas metodologias
permitem a analise simultanea de milhares de genes, e fornecem uma compreensao global da
evolucao temporal do padrao de expressao génica do hospedeiro em resposta a interagdo com
o patégeno. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar o perfil
transcricional do hospedeiro (modelo experimental murino) em resposta imune a infeccao

pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis.



2.1 Paracoccidioidomicose (PCM)

A paracoccidioidomicose (PCM) -doenga endémica rural e suburbana cujo agente
etioldgico ¢ fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis- ¢ considerada a micose sistémica
mais prevalente no Brasil e encontra-se presente em varios paises da América Latina
(Coutinho et al. 2002, Prado et al. 2009, Martinez 2010, Colombo et al. 2011, Coutinho et al.
2015). No entanto, um novo estudo filogenético revelou que o agrupamento de isolados
conhecidos como Pb01-like ¢ uma nova espécie dentro do genus Paracoccidioides agora
denominado P. lutzii que também ¢é um agente casual de PCM (Texeira et al. 2009). Esta
micose ¢ mais prevalente em homens que mulheres devido a fatores biologicos, como o efeito
protetor do hormdnio estrégeno (Shankar et al. 2011, Bernin et al. 2014), e comportamentais,
como as condi¢des de trabalho, p.ex., trabalhadores rural (Brummer et al. 1993, Bethlem et
al. 1999).

Devido a suas numerosas manifestacdes clinicas, seu diagnostico diferencial deve ser
muito cauteloso (ver tabela 1). E comum ocorrer confusio no diagndstico da PCM
principalmente com a tuberculose pulmonar, que apresenta alteragdes radiograficas e clinicas
similares. O diagnostico diferencial das duas patologias ¢ definido pela presenca ou do fungo,
no caso do PCM, ou do bacilo de Koch, no caso de turberculose (Wanke e Aidé 2009,
Coutinho et al. 2015). Outro agravante ¢ que entre 5,5 ¢ 19% dos pacientes com PCM podem
ser co-infectados com Mycobacterium tuberculosis, tornando-se mais dificil o diagnostico de

ambas (Wanke e Aidé 2009, Coutinho et al. 2015).

Tabela 1. Principais doencas que requerem um diagnostico diferencia em relacio com
PCM (Wanke e Aidé 2009).

* Tuberculose pulmonar e micobacterioses | ® Coccidioidomicose

atipicas Cromoblastomicose
¢ Sarcoidose Leishmaniose cutinea e visceral
* Histoplasmose Hanseniase

Pneumonite intersticial difusa idiopatica
Silicose cronica

Neoplasias cutineas e da laringe

A ndo obrigatoriedade de notificagdo (Brasil, 2014) e a incerteza na nomenclatura da
PCM e de outras micoses sistémicas no Brasil, evidenciada por registros utilizando sua antiga
nomenclatura “Blastomicose Sul-americana” (Smith et al. 2010), pode refletir nos dados
referentes ao impacto dessa micose na satde publica, o qual ndo tem sido verdadeiramente

quantificado. Com isso, a PCM foi incluida na lista de enfermidades negligenciadas (Hotez et




al. 2008). No entanto, a infec¢do assintomatica por P. brasiliensis tem sido comprovada em
quase todos os estados brasileiros (Wanke et al. 1994).

Alguns estudos estimam que cerca de 10 milhdes de pessoas possam estar infectadas e
que aproximadamente 2% destas desenvolvem a doenca (Restrepo et al. 2001), ja outros
sugerem que numero de individuos infectados ¢ cerca de 10% da populacdo brasileira
(Wanke et al. 1994). Ou seja, se esta estimativa estiver correta, sua prevaléncia poderia ser
equiparavel com a doenca do Chagas na América Latina, e supera, assim, outras doengas
negligenciadas como a leishmaniose e a esquitossomose (Hotz et al. 2008, Martinez 2010).

A relevancia do impacto da PCM na saude ¢ ainda notificada em trabalho que relatam
que esta micose foi responsavel pela maioria do niumero de mortes atribuidas as sete
principais doencas flingicas sistémicas entre os anos de 1996 e 2006, aproximadamente
51.2% dos casos (Coutinho et al. 2015). Sua taxa de mortalidade por um milhdo de habitantes
no Brasil foi de 1,45 entre os anos de 1980-1995 e 0,9-1,0 nos anos 1996 a 2006 (Coutinho
et al. 2002, Prado et al. 2009, Coutinho et al. 2015). Igualmente, entre 1980 e 1995, a PCM
foi a oitava causa de morte mais predominante dentre as doengas cronicas em 1166
municipios brasileiros (Coutinho et al. 2002). Porém, quando a AIDS ¢ considerada a causa
subjacente de morte e a micose sistémica como condi¢do associada, a criptococose (50.9%)
aparece no topo da lista, tendo-se em seguida, a candidiase (30.2%), a histoplasmose
(10.1%), entre outros (Prado et al. 2009). Entretanto, presume-se que a incidéncia dos
individuos que desenvolvem a PCM podera elevar-se com o aumento do desmatamento e do
numero de individuos imunodeficientes (Courtinho, 2015).

Embora existam alguns agentes antifingicos eficazes disponiveis para a cura clinica
da PCM (por exemplo, sulfudamidas, azdis, anfotericina B), ainda ha registros de
mortalidade pela doenca. Isto ocorre porque muitas vezes o tratamento inicia-se quando o
fungo j& se disseminou para outros 6rgdos, o que exige que o tratamento seja prolongado,
comumente mais de um ano, para evitar recidivas (Carrillo-Munoz et al. 2006, Martinez
2010, Coutinho et al. 2015). Além disso, os efeitos colaterais dos mesmos medicamentos, em
conjunto com o aumento da resisténcia aos antifingicos por isolados de P. brasiliensis,
dificulta a adesao ao tratamento ¢ eficacia do mesmo (Hahn et al. 2003, Carrillo-Munoz et al.
2006, Kauffman 2006, Cowen 2008, Coutinho et al. 2015).

Por outro lado, em pelo menos 20% dos pacientes que apresentaram recidivas, sdo
registradas complicagdes com sequelas tanto anatomicas como funcionais, tal qual a fibrose
pulmonar e sua subsequente insuficiéncia respiratdria, que podem ser incapacitantes

(Martinez 2010, Coutinho et al. 2015). Isto pode ter impactos sdcio-economicos, dentre eles a



aposentadoria precoce do paciente (Coutinho et al. 2015). Conforme observado em outras
doengas negligenciadas, sdo condigdes agravantes da PCM: o alcoolismo, o tabagismo,
desnutri¢do, tuberculose, neoplasias, e AIDS (Morejon et al. 2009, Martinez 2010).

Sendo assim, torna-se necessdrio entender o outro lado da dindmica da interacdo
parasita-hospedeiro, visando desenvolver novos tratamentos ou modular a resposta imune

reduzindo o tempo de convalescéncia e dano ao paciente.

2.2 Fisiopatologia (historia natural da PCM)

O fungo termodimorfico P. brasiliensis se encontra como micélio a temperatura
ambiente (25°C) e como levedura a 37°C (San-Blas et al. 1975, San-Blas et al. 1985, San-
Blas et al. 1993). A sua forma leveduriforme tem sido isolada facilmente em pacientes, tatus
e cdes infectados (Costa et al. 1995a, Costa et al. 1995b, Ono et al. 2001, Restrepo et al.
2001, Bagali et al. 2006, Bagali et al. 2008). Este fungo também tem sido isolado,
esporadicamente, de solo e materiais relacionados, tais como ra¢des de cachorros e fezes de
pinguins e morcegos (Franco et al. 2000, Tercarioli et al. 2007). Apesar de ndo se conhecer
muito bem os aspectos ecoldgicos deste fungo, existem vérias evidéncias que apontam o solo
como o principal habitat saprofitico, como descrito para outras espécies termodimorficas
relacionadas: Blastomyces dermatitidis (Baugardner et al. 1999), Coccidioides immitis
(Kirkland et al. 1996), e Histoplasma capsulatum (Zeidberg et al. 1952).

Embora o ciclo biologico de P. brasiliensis ndo tenha sido completamente
desvendado, acredita-se que a infec¢do ocorra pela inalacdo de conidios ou fragmentos de
micélio da fase saprofitica do fungo, os quais atingem primeiramente o aparelho respiratdrio
do hospedeiro (Brummer et al. 1993, Restrepo et al. 2001, Restrepo et al. 2012, Restrepo et
al. 2014). No pulmao, ocorre a transi¢cdo dos conidios e/ou fragmentos de hifa para a forma
de levedura; no entanto nem os mecanismos envolvidos em sua dissemina¢do nem o modo
pelo qual o fungo atinge os compartimentos intravasculares de varios Orgdos estdo
esclarecidos (Franco et al. 1987, Mendes-Giannini et al. 2008). Apds a inalagdo, a
manifestagdo clinica e os rumos da infecgdo irdo variar de paciente a paciente, dependendo da
resposta imunologica do hospedeiro e da viruléncia do fungo (Figura 2.1). Nos individuos

resistentes, a infeccdo pode tornar-se latente ou ainda ser erradicada sem causar danos ao



hospedeiro (Franco et al. 1987, Sans-Blas et al. 2002). Em areas endémicas, muitos casos de
infeccdo subclinica tém sido reportados, o que indica a presenca da elevada resisténcia
natural a esta infec¢do (Brummer et al. 1993). Nos individuos susceptiveis, a doenga se torna

aguda ou crdnica e as leveduras podem se disseminar pelo organismo (Brummer et al. 1993).
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f N f N
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Figura 2.1. Resumo dos rumos da intera¢io parasito-hospedeiro na PCM humana (adaptado de Benand,
2008).

Em ambos os casos supracitados, as etapas de adesdo, invasdo, colonizacdo e
disseminagdo de P. brasiliensis sao consideradas cruciais no desenvolvimento das diferentes
formas da PCM, dependendo de varios fatores, tais como o isolado do fungo e a condic¢ao do
hospedeiro (Calich et al. 1985, Franco et al. 1987, Singer-Vermes et al. 1994, Calich et al.
1998, Kurokawa et al. 2005, Zhang et al. 2007, Mendes-Giannini et al. 2008, Sans-Blas et al.
2002, Calich et al. 2008). O Coloquio Internacional em Paracoccidioidomicose de 1986,
citado pelo Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose, estabeleceu a classificagdo das
diferentes formas clinicas da PCM relacionando os dados clinicos e a historia natural da

doenca em (Wanke e Aidé€ 2009):

1) paracoccidioidomicose infec¢do

i) paracoccidioidomicose doenca

iii) forma aguda/subaguda infantil/da adolescéncia
iv) forma cronica do adulto: unifocal e multifocal
V) forma residual

r

Portanto, ¢ importante compreender as interagdes hospedeiro-fungo a fim de
proporcionar o descobrimento e desenvolvimento de novas terapias antifingicas (Mendes-

Giannini et al., 2008).



2.3 A Imunobiologia da PCM

O primeiro local de contato entre o fungo P. brasiliensis e o hospedeiro ¢ o epitélio
respiratdrio, onde estdo os macréfagos alveolares, que provavelmente sdo as primeiras células
do sistema imune a interagirem com o parasita, em seguida ou em conjunto com as células
dendriticas, contribuem para a sinalizag@o e ativacdo da resposta imune (Romani 2004, Filler
et al. 2006, Calich et al. 2008, Mendes-Giannini et al. 2004, Mendes-Giannini et al. 2008).
Portanto, a primeira parte do sistema imune a ser ativado nessa interagdo ¢ a resposta imune
inata, que nao ¢ especifica a um patdgeno particular e sim ao grupo que representam (virus,
bactérias, fungos, etc.) (Adany et al. 1994, Rioja et al. 2000).

O sistema consiste de um brago humoral (proteinas do complemento, lisozimas,
lactoferrina, defensinas, entre outros) e um braco celular (macrofagos, leucocitos,
polimorfonucleares, células “natural killer’- NK, entre outros). Se estes mecanismos inatos
falharem na elimina¢do da ameaga, o sistema imune adaptativo ¢ ativado pelas células
epiteliais e dendriticas alveolares, e o contexto imunologico produzido na interacdo
direcionard ao tipo de resposta imune adaptativa a ser montada (Lambrecht et al. 2001,
Lambrecht et al. 2006). Esses grupos de microrganismos apresentam padrdes moleculares
associados a patdgenos (pathogen associated molecular patterns - PAMPs) especificos e sdo
reconhecidos pelas células do sistema imune por meio de receptores de reconhecimento
padrdo (pattern recognition receptors - PRRs) (Adany et al. 1994, Rioja et al. 2000), sendo o
reconhecimento do patdogeno pelas células do sistema imune ¢ fundamental para um
desenvolvimento de uma defesa efetiva.

Neste sentido, a presenga de uma infeccdo fungica ¢ detectada e reconhecida por
PRRs que, dependo de qual for ativado, induzird multiplos eventos ajusantes que ativardo
cascatas de sinaliza¢do destinadas a eliminar o agente patogénico, incluindo a fagocitose, a
geracdo de radicais oxidativos (explosdo respiratoria), e a liberacdo de citocinas e
quimiocinas (Brown e Netea 2012), como também influencia o direcionamento do
desenvolvimento da resposta imune inata (Rivera 2014). Quatro familias de PRRs estdo
envolvidas no reconhecimento fingico: os receptores Toll-like (TLR) NOD-like (NLR) RIG-
I-like (RLR) e lectina do tipo C-like (CLR), cada um dos quais diferem no reconhecimento
do ligante, na via de transducdo de sinal e a localizagdo sub-celular, conforme resumido na
figura 2.2 (Brown e Netea 2012). Destas, as duas familias mais bem caracterizadas sdo a TLR

e CLR (Rivera 2014). A maioria dos PRRs ¢ expressa em células dendriticas (DC) e outras



células mieloides, e sdo notdveis por iniciar a defesa imune inata (Brown e Netea 2012).
Igualmente, a sinalizagdo via PRR pode dirigir o desenvolvimento da resposta imunitaria
adaptativa por meio da secrecdo de citocinas e apresentacdo de antigenos, que polarizam as
células T CD4" (células T auxiliares ou Th) (Verma et al. 2014, Plato et al. 2015). No caso
da infec¢do fingica, a imunidade Thl e/ou Thl7 parece ser crucial para a eliminacdo da
infeccdo (Verma et al. 2014, Plato et al. 2015, Wiithrich et al. 2015).

Conforme j& mencionado, na figura 2.2 encontra-se resumido as principais vias de
reconhecimento de PAMPs fungicos discutido a seguir (informagdo a seguir foi adaptado e

revisado em Verma et al. 2015):

A ligagdo de fungos ou de B-glucana na dectina-1 recruta Syk para o dimero dos
receptores fosforilados, o que leva a formacdo de um complexo que envolve
Card9, BCL10 e MALTI1 (BCM). Isso resulta na liberacdo de NF-«B consistindo
de dimeros ou p65-p50 ou REL-p50 para o nucleo. Ativagdo de Syk também induz
a via ndo-candnica NF-kB mediada por quinase induzida por NF-kB (NIK) e a
translocacdo nuclear de dimeros p52-RELB. Dectina-1 argumenta a produgdo de
citocinas induzidas TLR2 e TLR4 de forma Syk-independente por meio da
proteina serina/treonina quinase RAF1 por meio de proteinas Ras, o que leva a
fosforilagdo de p65. Entre outras citoquinas, estas vias de sinalizagdo levam a
producdo de IL-6, IL-23 e IL-12 que induz a polariza¢do a células Th17 e Thl,
respectivamente. O reconhecimento de C. albicans por dectina-1 também pode
ativar o inflamasoma NLRP3 por meio de um mecanismo que envolve Syk,
estresse oxidativo (ROS), e efluxo de potéassio. Pro-IL-1p induzida por fungo ¢
clivada pela caspase-1 ativa a IL-1P bioativa que favorecer o desenvolvimento
Th17. Ativagdo de Dectina-2 leva a recrutamento e fosforilacio de FcR-g-
dependente de Syk e de NF-kB e MAPKs (p38, INK, e Erk) ativados. Card9 ¢
necessario para a ativagdo de NF-kB e a producdo de citocinas que conduzem a
diferenciacdo de células Th17. O reconhecimento de a-manose da Malassezia sp.
por Mincle ativa a via de FcR-y-Syk-Card9 e transloca a NF-kB para o nucleo que
sua vez induz a ativagdo de citocinas proé-inflamatorias. Apesar de ainda no ter
sido demonstrado de que os PAMPs fungicos tenha capacidade de induzir algum
subconjunto T auxiliar por esta via, o fator de cabo micobacteriana (trehalose 6,
6'dimycolate) e o seu andlogo sintético sdo adjuvantes potentes para a
diferenciacdo de Thl e Th17 induzidas por Mincle. Dectina-3 (MCL, Clec4d, ou
Clecsf8) também reconhece a-manana de C. albicans e a TDM de M. tuberculosis.

Ela pode dimerizar com Dectina-2 e Mincle, e ndo estd claro se a inducdo de



células Th17 e Thl exige o reconhecimento de PAMPs fungicos por homo- ou
heterodimeros de Dectina-2. O MR carece de um motivo de sinalizacdo classica na
sua cauda citoplasmatica curta, mas induz citocinas pro-inflamatorias que tém sido
implicados na diferenciagdo Thl e Thl7. Apesar de células T de memoria
humanos induzidos por MR (MRin) produzirem IL-17, serdo necessarios mais
estudos com células T naive para estabelecer o papel da MRin diferenciacdo de
células Th17. Myd88 ¢ fundamental para a sinalizagdo por TLR2 e TLR4. As
fosfolipomananas e as mananas ligados a O sdo reconhecidos por TLR na
membrana plasmatica, enquanto que acidos nucleicos de fungos sdo detectados por
TLR endossomais e induzem a producdo de citocinas dependente de NF-«xB,
MAPK, e de IRF. A sinalizacdo por TLR2 ¢ provavelmente gera sinais pro-
inflamatérios mais fracos, mas induzem forte estimulagdo de TGF- e IL-10 que

por sua vez induz células T reguladoras.

10
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2.3.1 Componentes do Sistema Imune na PCM

Fundamentalmente, a ativacdo da imunidade inata celular ¢ vital para o controle
efetivo e protecdo contra a PCM tanto em humanos como em modelos murinos (Singer-
Vermes et al. 1994), assim como contra outros fungos (Romani et al. 2004). Nesses mesmos
modelos, a resposta imune inata demonstra ter papel fundamental no controle da
disseminagdo do fungo nas fases inicias da infec¢@o e na determinag@o do destino da infeccao
(Calich et al. 1998, Calich 2008). Por isso, a caracterizagdo e o entendimento das bases
moleculares de resisténcia/suscetibilidade da resposta inata imune do hospedeiro contra P.
brasiliensis, e como esta direciona o sistema imune como um todo, ¢ tdo importante para
prever o desenvolvimento e a gravidade da doenga, assim como identificar potenciais alvos

terapéuticos € novos farmacos ativos no tratamento de micoses sistémicas.

2.3.1.1 CELULAS DENDRITICAS (DCSs)

As células dendriticas (DCs), entre outras células da resposta imune inata, possuem
um papel crucial na defesa do organismo a infec¢do por patéogenos aéreos (Lambrencht et al.
2001), tais como Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, M. tuberculosis e P.
brasiliensis. Essas células sdo as mais efetivas apresentadoras de antigenos, importantes na
integracdo entre o sistema imune inato e adaptativo e na determina¢do da resposta imune a
patdgenos infectantes (Langenkamp et al. 2000, Lambrencht et al. 2001, Maldonado-Lopez et
al. 2001, Wan et al. 2005, Roy et al. 2012). No tecido pulmonar e vias aéreas, as DCs se
localizam dentro da parede septal alveolar e na superficie alveolar numa densa camada lidado
constantemente com diferentes antigenos inalados, como a esporos e fragmentos de hifas no
caso fungos, e executando a amostragens destes, sem perturbar a barreira epitelial, para o
subsequente transporte aos linfonodos do mediastino e apresentacdo de antigenos, tanto em
condi¢des normais quanto inflamatorias (Roy et al. 2012, Verma et al. 2014, Thind et al.
2015). A via aérea tem sido alvo para vacinas intranasais contra patdogenos aéreos, entdo,
também poderia ser um local candidato para uma vacina contra fungos inalados (Roy et al.

2012).
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Existem varios tipos de DCs pulmonares, que incluem CD103+ DC e CD11b+ DC, e
que tem papéis importantes na homeostase pulmonar e controle de infec¢do. Mas além desses
subconjuntos, as DCs derivadas de monécitos (monécitos Ly6C'CCR2" a DCs CD11c —
todas consideradas como "DC inflamatoria") parecem ter um papel crucial na imunidade
antifingica, particularmente por meio da indugdo de células Thl (Roy et al. 2012, Verma et
al. 2014).

Cabe ressaltar que as DCs imaturas sdo fagociticas, porém pobre ativadoras da
resposta imune e do processamento e captagdo de antigenos; em contraste, as maturas servem
quase exclusivamente como células apresentadoras de antigeno (Thind et al. 2015). Portanto,
s30 as imaturas que iniciam a indu¢do da resposta imune ao ingerir o patdgeno ou suas partes
no tecido infectado, tornam-se ativadas (DCs maturas) e induzem a produ¢do de citocinas
inflamatorias (Thind et al. 2015). Essas novas DCs maturas eventualmente migram aos
linfonodos, onde elas interagem e ativam as células T via apresentacdo de antigeno (Thind et
al. 2015). No processo de maturagdo/ativagdo, as DCs sofrem mudancgas para que estas
células ativem linfocitos patdogenos-especificos e a secre¢do de citocinas, e com isto,
fornecem dados importantes sobre o patdgeno invasor que influenciardo as respostas imunes
inatas e adaptativas (Thind et al. 2015).

Por isso, o papel de DCs na PCM tem sido alvo de muitas investiga¢des nos tltimos
anos, uma vez que sua interacdo com P. brasiliensis determinard o tipo de resposta imune
adaptativa a ser montada (Almeida et al. 2001, Ferreira et al. 2004, Ferreira et al. 2006,
Ferreira et al. 2007). Ela faz parte da primeira linha de defesa contra o fungo e a sua
migracdo aos linfonodos ¢ o passo inicial chave na indu¢do da resposta das células T (Figura
2.3). Varios estudos demonstram que dependendo a célula apresentadora de antigeno
(macrofago, linfocitos B, células dendriticas e/ou epitelial) estimulada haverd a influéncia
sobre qual tipo de células T a ser diferenciada, e, assim se o individuo apresentard ou ndo a
doenca (de Almeida et al. 1998, Ferreira et al. 2003, Ferreira et al. 2004, Calich et al. 2008,
Romani 2011). Assim, a resisténcia ao P. brasiliensis estd associada a uma resposta
predominantemente Thl, enquanto a suscetibilidade estd relacionada a ativacdo de Th2

(Thind et al. 2015).
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fungicas (revisado e adaptado de Romani 2011).

A figura mostra a capacidade das células dendriticas para responder aos fungos com vias de sinalizago
intracelulares flexiveis devido a diferentes combinagdes de PRRs-PAMPs. Isso confere uma plasticidade
inesperada ao sistema que contribui para modelar as respostas das células T, diferenciando as células em CD4 +
T auxiliares (Th) e/ou T reguladoras (Treg), em resposta ao ataque de fungos. A figura descreve os fatores de
transcri¢do envolvidos, as citocinas produzidas e a possiveis efetoras e fungdes reguladoras induzidas. Dado que
por meio da producdo de diferentes conjuntos de citocinas e outros mediadores, pelas distintas vias de
sinalizagdo, as células T poderao ser incitadas como efetores imunes ou como reguladores mestre das respostas
inflamatorias e de células efetoras inatas. Assim, este fenomeno afeta o equilibrio Th/Treg local. Estas vias
podem ser susceptiveis a fungos comensais ou oportunistas. CARD9: caspase recruitment domain-containing
protein 9; CCL3: CC-chemokine ligand 3; CR3: complement receptor 3; DC-SIGN: DC-specific ICAM3-
grabbing non-integrin; FcRy: Fc receptor y-chain; GXMR: receptor(s) for the Cryptococcus capsular component
glucuronoxylomannan; IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase; IFN: interferon; IL: interleukin; IRF3: IFN-
regulatory factor 3; MR: mannose receptor; MYD88: myeloid differentiation primary response protein 88; NF-
kB: nuclear factor-kB; SYK: spleen tyrosine kinase; TGFp: transforming growth fator-f; TLR: Toll-like
receptor; TRIF: TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNB (também conhecido como TICAM1);
VLAS: very late antigen 5.

Tavares et al. (2012), com uso de “microarray”, demonstraram que 299 genes foram
diferencialmente expressos em DCs (Balb/c) infectadas por P. brasiliensis. Esta informacao
genética estava envolvida na imunidade, transducdo de sinal, transcri¢do e apoptose. Dentre
essas vias, os genes que codificam para citocinas IL-12 e TNF-a, juntamente com
quimiocinas CCL-22, CCL-27 e CXCL-10, foram induzidos na infec¢do por P. brasiliensis,
bem como outras moléculas que participam na resposta precoce, o que sugere uma forte
resposta proinflamatoéria em DCs para este fungo (Tavares et al. 2012). Em contraste, os
genes relacionados com PRR, em particular TLRs, encontram-se reprimidos ou ndo

modulados (Tavares et al. 2012).
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Por outro lado, Ferreira et al. (2007) demonstraram que apds a infec¢do com P.
brasiliensis camundongos susceptiveis (B10.A) aumentam a expressdo em DC de TLR-2,
que leva a um aumento na producdo de IL-10 e a expressdao de CD80 e CD54. Esse aumento
da secre¢do de IL-10 nos suscetiveis provavelmente ocorre por meio da ativacdo de TLR-2 e
de receptores dectina-1, o que levaria a uma repressao da resposta do hospedeiro microbicida.
Além disso, apesar de ter o indice fagocitirio maior por células suscetiveis que em
camundongos resistentes (A/J) as leveduras fagocitadas eram vidveis (Ferreira et al. 2007).
Ademais, dado que a laminarina, polissacarideo que bloqueia receptores dectin-1, somente
inibiu DCs nos suscetiveis e a presenga da manana inibiu a fagocitose nas DCs obtidas de
ambas linhagens, infere-se que os suscetiveis usam ambos receptores, dectina-1 e manose,
para fagocitar enquanto os resistentes s utilizam o receptor de manose (Ferreira et al. 2007).

Pina et al. (2013) exploraram outros mecanismos que poderiam explicar a resisténcia
e susceptibilidade de camundongos a infec¢do estudando as DC predominantes e tipos de
citocinas associados e descobriram que, quando os camundongos sdo infectados com P.
brasiliensis, houve um predominio de DCs mieldides na medula 6ssea dos suscetiveis
(B10.A) e DCs plasmocitéides nos resistentes (A/J). Também observaram que os
camundongos susceptiveis produziram niveis elevados de TNF-a, IL-12, IL-1b e IL-10, ao
passo que as DCs dos resistentes produziram concentragdes elevadas de TGF-B e IL-6 (Pina
et al. 2013). Outra caracteristica interessante das DCs dos camundongos resistentes ¢
aumenta a proliferacdo de linfécitos T ativados enquanto que os camundongos susceptiveis
induzem com maior frequéncia células CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg (Pina et al. 2013). Em
outras palavras, as DCs dos resistentes sdo ndo somente estimuladores da proliferacdo de
linfocitos, como também das células Treg tolerogénicas.

Recentemente, foi mostrado que a citocina IL-17, desempenha um papel fundamental
na defesa antifiingica, e contribui para a resolugdo da infec¢ao fingica tal como observado no
modelo mais bem estudado de candidiase da mucosa (revisado em Spadari et al. 2007).
Durante a infec¢do por P. brasiliensis, a produgdo de IL-17 foi observada, e o seu nivel foi
aumentado em resposta a auséncia da ativagdo de TLR-2, sendo observada uma resposta
inflamatoria ndo controlada com baixo numero de células reguladoras CD4 + CD25 + Foxp3
+. No entanto, o tempo de sobrevida do hospedeiro ndo foi afetado pela presenca ou ndo do
receptor TLR-2 (Loures et al. 2009).

Outra citocina importante na defesa antifingica ¢ IL-1p, sendo considerada um dos
mais importantes mediadores inflamatorios contra fungos oportunistas. Tavares et al. (2013)

descobriram que as DCs derivadas de camundongos secreta o dobro de IL-1B que macréfagos
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em resposta a infeccdo com P. brasiliensis, e provavelmente ¢ especialmente reconhecido por
NLRP3. Quando este ¢ ativado, ele recruta varios peptideos para formar o inflamasoma
NLRP3 que ativa a caspase-1 e, eventualmente, leva a clivagem de pro-IL-18 a IL-1P
(Tavares et al. 2013).

Aparentemente, em PCM, uma resposta Thl preferencial nos estagios iniciais da
infeccdo seguida de uma resposta anti-inflamatdria e imunologica tolerante ¢ fundamental

para a resolucdo da infecc¢do (Thind et al. 2015)

2.3.1.2 MACROFAGOS

O macroéfago alveolar € provavelmente a primeira célula do sistema imune a interagir
com P. brasiliensis e exerce um papel fundamental para sua contengdo inicial pelo
hospedeiro (Romani 2004, Calich et al. 2008). A importancia do sistema mononuclear
fagocitico foi evidenciada pelo trabalho de Kashino et al. (1995), que mostrou como o
bloqueio deste sistema aumentava a severidade da enfermidade tanto em animais resistentes
quanto em susceptiveis.

Brummer et al. (1989) demonstraram que macrdéfagos alveolares nao ativados sdo
capazes de fagocitar as leveduras, tanto in vivo quanto in vitro, mas também podem conferir
um ambiente propicio para a multiplicacdo de P. brasiliensis. No entanto, quando os
macrofagos sdo ativados, apresentam acdo fungicida ao desintegrarem as estruturas
citoplasmaticas e romperem a membrana plasmatica; e somente permanece integra a parede
celular das leveduras (Brummer et al. 1989, Brummer ef al. 1990). Para a compreensdo do
microambiente da acdo fungicida dos macrofagos alveolares, estas células de defesa foram
analisadas apds uma infeccdo pulmonar em camundongos, € observou-se que a producdo de
peroxido de hidrogénio encontrava-se ausente nos macrofagos de animais susceptiveis,
enquanto era produzido ao longo do curso da infeccdo pelos macréfagos de animais
resistentes (Cano et al. 1995). Embora esteja comprovada que a ativacdo de macrofagos
peritoneais de camundongos por interferon gama (INF-vy ) aumenta a atividade fungicida
independente de explosdo oxidativa (Brummer et al. 1988), o papel do o6xido nitrico
demonstrou ser fundamental para a habilidade fungicida destas células, que por mecanismo

de restri¢do de ferro inibem a transformacdo do conidio ingerido em levedura (Cano et al.
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1992, Cano et al. 1994, Gonzalez et al. 2000). Além de seu papel no combate a
microrganismos aéreos (Romani et al. 2004), os macrofagos alveolares desempenham um

papel no direcionamento da resposta imune adaptativa, que no caso de P. brasiliensis se
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Figura 2.4. Resumo da regulaciio de citocinas associadas as trés principais formas de PCM, baseadas nas
respostas imune a glicoproteina 43kda (gp43), componente antigénico imunodominante da forma
leveduriforme de P. brasiliensis.

Pb, P. brasiliensis; M@, macréfago; IL, interleucina; IL-12R, receptor da IL-12; B1 e B2, subunidades do IL-
12R; TFN, interferon; TNF, fator de necrose tumoral; STAT, tradutores de sinal e ativadores da transcri¢do
(Benard 2008).

Os macréfagos sao conhecidos por seu papel em iniciar e dirigir respostas imunes in
vivo. Vérios estudos sugerem que diferentes PRRs sdo utilizados pelos hospedeiros
resistentes e susceptiveis para interagir com P. brasiliensis (Almeida et al. 2001, Calich et al.
2008, Pina et al. 2008), e resultam em divergéncias quanto a apresentagdo de antigenos, o
tipo de imunidade adaptativa e o desfecho da doenga. Isto ocorre independente do contexto
imunoldgico inicial (primeiras horas da infec¢do), e reflete nas bases moleculares dessas
diferengas e como esta induz os perfis de PCM descritos.

As principais caracteristicas dos macrofagos e seus estados de ativacdo sdo sua
plasticidade e flexibilidade/adaptabilidade ao ambiente. Sua polarizagdo/diferenciacdo ¢

dirigida por sinais no microambiente do tecido, que inclui citocinas, fatores de crescimento e
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padrdoes moleculares associados a microrganismos ou danos celulares, provavelmente
direcionando a resposta transcricional que moldara o fenotipo e a fun¢do desses macrofagos
com base no contexto fisiolégico ou patoldogico em questdo (Italiani and Boraschi, 2014).
Apesar de existirem discussdes sobre o espectro no qual um macréfago pode ser ativado, os
macrofagos diferenciados sdo geralmente divididos em dois grupos principais,
M1/macrofagos classicamente ativados e M2/macréfagos alternativamente ativados
(Mantovani et al. 2005, Murray et al. 2014). Em geral, as células M1 tém um fenétipo de IL-
12 1L-23"°, ¢ IL-10"**°. Por outro lado, as vérias formas de macréfagos tipo M2 (M2A,
M2a, M2c, M2d TAM) compartilham um fenétipo de IL-12°*°, IL-23"*° ¢ L-10*"°
(Mantovani et al. 2005). Esta plasticidade funcional e reversivel ¢ dependente do estado de
ativagdo, que por sua vez ¢ determinado por sinais especificos dos tecidos e microambientes
locais (Stout e Suttles 2004, Murray et al. 2014). Neste sentido, existem evidéncias de que
conforme a forma, como, quando e o tipo de condi¢des da diferenciagdo, os fenétipos M1-M2
irdo determinar os resultados/direcionamento, em diferentes vetores, da resposta imune
(Figura 2.4).

Por conveniéncia, como supracitado, as populagdes de macréfagos sdo categorizadas
em M1 e M2 conforme seu estado de diferenciagdo (Mantovani et al. 2005, Murray et al.
2014). Tanto as células humanas como as murinas, diferenciadas com CSFs (fator
estimulante de colonias), com fator estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos (GM-
CSF) e com fator estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), tém sido utilizadas em
alguns estudos de caracterizagdo como modelo. Sua vantagem que ambos fatores apresentam
protocolos que render uma maior quantidade de macrofagos que os usados com outros fatores
utilizados para polarizar macrofagos (Figura 2.5). O tratamento de mondcitos com uma
solucao contendo GM-CSF origina prioritariamente populacdes que tendem a produzir niveis
elevados de citocinas “pro-inflamatérias” (e.x. TNF, IL-23) e baixos niveis de citocinas “anti-
inflamatorias” (e.x., a IL-10), caracteristicas proximas de macrofagos do subtipo Ml
(Fleetwood et al. 2007, Verreck et al. 2004, Lancey et al. 2012). Por outro lado, o tratamento
com M-CSF tende a originar populagdes celulares que expressam prioritariamente um
repertdrio de citocinas “anti-inflamatdrias” e baixos niveis de citocinas “pré-inflamatorias”,
caracteristicas similares a de macrofagos M2 (Fleetwood et al. 2007, Verreck et al. 2004,

Lancey et al. 2012).
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Figura 2.5. O M1/M2 paradigma, a origem e a base molecular (adaptado e revisado em Martinez e
Gordon 2014).

(A) Modelo de macrofagos M1-M2, em que M1 incluidos interferon-gama (IFN-y) + lipopolissacarido (LPS) ou
factor de necrose tumoral (TNF) e M2 foi subdividida para acomodar semelhangas e diferengas entre a
interleucina-4 (IL-4) (M2a), o receptor (TLR) ligandos complexos imunes + Toll (M2a), e IL-10 e
glucocorticoides (M2C). (B) Os receptores ¢ mediadores-chave da sinalizagdo para o fendtipo M1 e M2 em vias
comuns e distintas, e inclui fator estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) e fator
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) como M1 e M2 estimulos.

Sendo assim, essas subpopulacdes de macréfagos GM-BMM (diferenciadas com GM-
CSF) e M-BMM (diferenciadas com M-CSF) sdo rotuladas como "MI-like" e "M2-like",
respectivamente, com base apenas no padrdo de expressdo de citocinas (Fleetwood et al.

2007, Verreck et al. 2004). No entanto, hd possibilidade de sobreposi¢do entre essas
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subpopulagdes. Lacey et al. (2012) consideram a nomenclatura GM-BMM e M-BMM mais
propicia, ao em vez de M1/M2, para denotar fen6tipos de macrofagos induzidos em resposta
a GM-CSF ou M-CSF, pois algumas respostas que induzem a produgdo de citocinas nestes
fenotipos serdo diferentes daquelas resultantes a partir das diferentes vias de sinalizacdo
ativadas por IFN-y, LPS e/ou IL-4, para indug@o do fenotipo M1/M2 in vitro e in vivo (Figura
2.5).

Na infec¢do pulmonar por Cryptococcus neoformans, o estado de polarizagdo dos
macrofagos se altera ao longo do tempo devido a re-polarizacdo de macrofagos individuais,
ou substitui¢do dos macroéfagos M2-polarizados (ndo protetivos) por células novas MI-
polarizadas (protecdo) (Arora et al. 2011). Davis et al. (2013) demonstraram in vitro que,
independente de qualquer estimulacdo prévia, a polarizagdo de macrdfagos ¢€
"fenotipicamente e funcionalmente pléstica em resposta a alteragdo de citocinas e a detec¢do
de fungo no ambiente", com o estimulo final determinando o potencial fungicida. Esta
plasticidade ¢ provavelmente o mecanismo utilizado por Candida albicans para aumentar a
patogenicidade/sobrevivéncia, alterando sinais ambientais que induzem a mudanga de M1 a
M2 (Zheng et al. 2013, Reales-Calderon et a. 2014). A re-polarizagdo terapéutica de
macrofagos pode abrir a porta para intervengdes que possam ser uteis no tratamento de
doengas fungicas (Davis et al. 2013).

Recentemente demostrou-se que receptores que reconhecem residuos de manose, tais
como o receptor de manose (MR), receptor do complemento 3 (CR3) e o receptor tipo Toll 4
(TLR4) nas membranas de macrofagos, podem induzir um direcionamento diferencial no
fenotipo de macréfagos de camundongos suscetiveis (B10.A) e resistentes (A/J) perante a
infeccdo por P. brasiliensis (Feriotti et al. 2013), e podem também estar contribuindo para o
perfil de resisténcia/susceptibilidade na PCM. E, em concordiancia com a hipotese de
resisténcia/susceptibilidade na resposta ao P. brasiliensis (Calich et al. 2008), a resisténcia ¢
inicialmente mediada por fagocitos alternativamente ativados (M2) e tolerancia ao
crescimento de fungos, enquanto que a suscetibilidade estd relacionada aos macrofagos
classicamente ativados (M1) e o controle eficiente do crescimento fingico (Feriotti et al.
2013).

Diferente dos macréfagos murinos, os neutrdfilos sdo capazes de eliminar as
leveduras de P. brasiliensis por meio de seu metabolismo oxidativo (McEwen et al. 1987,
Brummer et al. 1994, Calich et al. 2008). No modelo murino de infec¢do, ao comparar-se

neutrofilos presentes no alvéolo de camundongos suscetiveis (B10.A) com os de



21

camundongos resistentes (A/J), observou-se que os ultimos apresentam capacidade fungicida
superior, uma consequéncia de uma atividade oxidativa refor¢ada (Meloni-Bruneri et al.
1996a, Meloni-Bruneri et al. 1996b). Para macréfagos humanos a presenca de TNF-a induz
uma capacidade antiflingica contra P. brasiliensis melhor que quando comparado ao efeito da
exposi¢do ao IFN- y (Kurita et al. 2000), ja a capacidade fungicida dos neutrofilos murinos e
humanos mostra-se mais exacerbada em resposta as citocinas IFN-y, GM-CSF, ou IL1B, que

quando em presen¢a de TNF-a ou IL8 (Calich et al. 2008).

2.3.1.3 CELULAS NK

O papel das células NK (Natural Killers) na infec¢do por P. brasiliensis € complexo e
varia de acordo com o tipo de hospedeiro ou local onde estas células foram obtidas (Calich et
al. 2008). No sangue periférico de PCM doentes, as células NK foram encontrados em
elevado niimero, mas eles apresentaram atividade citotoxica baixa (Peragoli et al. 1991),
mesmo quando reestimuladas in vitro -com ou sem a adi¢do de IL15- quando comparadas
com individuos saudéaveis (Longhi et al. 2012). Estudos in vitro mostraram que elas tem um
efeito inibidor direto no crescimento de P. brasiliensis (Jimenez et al. 1984) e sdo capazes de
reconhecer diretamente e matar células de levedura de P. brasiliensis por mecanismo
aparentemente granulo-dependente mas perforina-independente (Longhi et al. 2012). Outro
dado importante ¢ que as células NK podem também ter um papel imunomodulador na
infeccdo, j4 que quando estimuladas sdo capazes de produzir citocinas IFN-y e TNF-a

(Longhi et al. 2012).

2.3.2 Perfil de Resisténcia/Susceptibilidade Associados a PCM

A resisténcia do hospedeiro humano ou murino a PCM est4 associada as respostas
imunolédgicas que favorecem a imunidade celular e ativacdo de fagocitos durante toda
infec¢do, e, apesar de ndo existir uma resposta polarizada dos padrdes Th1/Th2, a secre¢ao de

IL12 e IFN vy mostra-se protetora (Calich et al. 1998, Calich 2008, Spadari et al. 2004,
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Spadari et al. 2007). Por outro lado, a susceptibilidade esta associada a diminuicdo da
resposta imune celular devido a desativa¢do prematura da imunidade mediada por células T e
ativagdo preferencial de células B, além do aumento de IL-10 ou TGFP (Transforming
Growth Factor P) (Calich et al. 1998, Calich 2008).

O grupo da pesquisadora Calich estabeleceu o modelo murino de PCM, o qual
mostrou nitidamente que os camundongos B10.A (suscetiveis) e A/Sn ou A/J (resistentes)
montam respostas imunes divergentes frente a infecdo por P. brasiliensis (Calich et al. 1985,
Calich et al. 1994, Cano et al. 1995, Calich et al. 1998, Calich et al. 2008). A caracteristica
mais importante desses modelos de resisténcia e suscetibilidade ¢ a semelhanca com a forma
humana da doenga. Os camundongos da linhagem isogénica B10.A imitam as formas cronica,
progressiva e disseminada da PCM, enquanto os da linhagem A/Sn ou A/J tem caracteristicas
semelhantes as formas regressiva ou localizada da infec¢do (Figura 2.5) (Cano et al. 1995,
Calich et al. 2008).

Depois de uma infec¢do intratraqueal (i.t.) com P. brasiliensis, os camundongos
suscetiveis (B10.A) s@o incapazes de restringir a infeccdo aos pulmoes e, dois meses apos a
infeccdo, € possivel observar a disseminacdo de P. brasiliensis no figado e no baco; por outro
lado, nos camundongos resistentes nenhuma disseminagdo ¢ observada em outros 6rgaos
(Cano et al. 1995, Calich et al. 2008). Cabe destacar que nas primeiras duas a quatro semanas
de infeccdo, os camundongos B10.A sdo mais eficientes na eliminagdo das leveduras de P.
brasiliensis, o que se mostra evidente pela contagem menor (UFC) no pulmio quando
comparado com o nimero de UFC recuperadas de A/J (Cano et al. 1995, Pina et al. 2008).
Depois o padrao muda e os camundongos A/J conseguem eliminar/restringir esta infec¢do

fungica.
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Figura 2.6. Principais caracteristicas do modelo isogénico murino de resisténcia e suscetibilidade a
infeccdo pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (Calich et al. 2008).

A hipétese mestra nos modelos de resisténcia/sucetibilidade ¢ que na fase inicial da
infeccdo, os macrofagos e as células dendriticas de camundongos suscetiveis (B10.A)
secretam quantidades elevadas de 6xido nitrico (NO) e de IL-12, o que resulta, nos primeiros
momentos, na elimina¢do mais eficaz da carga fingica (Singer-Vermes et al. 1993, Calich et
al. 2008, Pina et al. 2008). Por outro lado, os macrofagos e as células dendriticas oriundos de
camundongos resistentes (A/Sn ou A/J) secretam pequenas quantidades de IL-12 associadas a
altos niveis de TGF- 3, ¢ resultam em uma secre¢do deficiente de NO ¢ uma eliminacao
inadequada da carga fingica (Singer-Vermes et al. 1993, Calich et al. 2008, Pina et al. 2008).
No entanto, estes padrdes suaves de ativagdo culminam em uma ativagdo mais lenta das
células CD4+, tanto Thl quanto Th2, e das células CD8+ tipo 1, o que induz uma ativacio
mais eficiente de macrofagos e um processo inflamatério mais controlado a medida que vai
progredindo a resposta a infeccao.

J& a secrecdo excessiva de NO nos B10.A terminaria induzindo anergia, eliminagdo de
células T CD4 + e/ou ativagdo prematura das células Treg, células T reguladoras (Calich et
al. 2008). Além disso, a expressdo de moléculas co-estimuladoras, tais como CD40 pelas
células apresentadoras de antigeno, induz uma ativagdo preferencial de células T CD8 +, que
ndo ¢ suficiente para ativar os macroéfagos e o controle da progressdo da infecg¢do (Calich et
al. 2008).

Em outras palavras, a suscetibilidade ao P. brasiliensis pode estar associada a uma

resposta inata mais eficiente, enquanto a resisténcia esta associada a uma resposta inata
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inicialmente deficiente que permite o desenvolvimento de padrdo de resisténcia no curso da
infec¢do (Pina et al. 2008). O esquema sobre a hipotese dos mecanismos imunoldgicos inatos
e adquiridos que levariam a resisténcia/suscetibilidade a infec¢do pelo P. brasiliensis pode
ser observado na Figura 2.6.

Os estudos in vivo que analisam as diferencas na resposta imunologicas entre as
linhagens resistente (A/Sn ou A/J) e susceptivel (B10.A) de camundongos sempre avaliam o
curso da infecgdo em relacdo aos dias de infec¢do (minimo com o 1 semana, maximo de 16
semanas) (Calich et al. 1985, Cano et al. 1995). Os diferentes estudos, como j4 mencionamos,
sugerem que os hospedeiros resistentes e suscetiveis utilizam diferentes PRRs para interagir
com P. brasiliensis (Almeida et al. 2001, Calich et al. 2008, Pina et al. 2008). O acionamento
de diferentes PRRs resultaria na ativacdo de diferentes vias de sinalizagdo, que por sua vez

montaria uma resposta antifungica diferencial.
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Figura 2.7. Hipdtese sobre os mecanismos imunolégicos inatos e adquiridos que resultam na
resisténcia/suscetibilidade a infeccdo por P. brasiliensis.

PRR, receptores de reconhecimento de padrfio; moléculas co-estimulatorias: CD40, B7, CTLA-4; MHC,
complexo maior de histocompatibilidade; KC, quimiocina quimiotatica para células PMN; NK, células
assassinas naturais; TGF-f, factor de crescimento de tecido beta; Treg , células T CD4 + reguladoras (Calich et
al. 2008).

Como supracitado, P. brasiliensis ¢ fagocitado por macrdéfagos tanto in vivo como in
vitro, mas apenas macrofagos ativados tornam-se fungicidas (Brummer et al. 1989).
Recentemente, Feriotti et al. (2013) demonstraram que quando os macrofagos peritoneais de
camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) s3o expostos a leveduras de P.
brasiliensis, exibem um aumento da expressdo de marcadores de diferenciacdo tipo M2
(Arginase-1, FiZZ1, YM1 e SOCS1) e M1 (iNOS e SOCS3), respectivamente. De fato, e em
conformidade com os artigos relacionados, parece que a suscetibilidade a P. brasiliensis esta

associada a uma resposta imune inata inicial exacerbada, mediada pelos macréfagos similares
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a M1 e uma falta de controle do crescimento fungico. Por outro lado, a resisténcia esta
associada a uma resposta inicial pro-inflamatéria moderada, mediada por macrofagos
alternativamente ativados, que vai desenvolvendo para um melhor controle de carga fiingica
nas fases posteriores da infeccdo. No entanto, estes macrofagos tipo M2 ndo mostraram os
marcadores de diferenciacdo classicos (Feriotti et al. 2013).

Para entender melhor a base molecular de resisténcia/suscetibilidade e o papel dos
macrofagos tipo M1/M2, na infec¢@o por P. brasiliensis, foram avaliados no modelo murino
de PCM os seguintes parametros: habilidades fagociticas e secretoras dessas células do
sistema imune apds infec¢do por P. brasiliensis, niveis de transcritos de alguns genes
relacionados a resposta antifingica nos macréfagos diferenciados com GM-CSF (similar a
M1) e M-CSF (similar a M2) obtidos a partir da medula dssea de camundongos resitentes A/J
e suscetiveis B10.A e infectados com P. brasiliensis. Também foi realizada uma analise
transcritdmica em larga escala visando avaliar o padrao de expressao génica de DCs oriundas
de ambas as linhagens de camundongos (A/J e B10.A) apos infeccdo com P. brasiliensis,
com o objetivo de melhor compreender o papel dessas células na resisténca/sucetibilidade ao

fungo.

2.4 Analise transcritdmica em larga escala em estudos de interacio

A compreensdo dos mecanismos de regulagdo do sistema imune, evasdo dos patdogenos
e as vias pelo qual o hospedeiro estabiliza-se em todos os seus niveis de interacdo
hospedeiro-patdgeno - seja bioquimico, protéico e/ou molecular- torna-se essencial para uma
visdo holistica do funcionamento do sistema imune. Essa intera¢do pode resultar em diversas
alteracdes na célula hospedeira, incluindo alteracdes fenotipicas como os rearranjos do
citoesqueleto, e ativagdo de vias de sinalizacdo celular que podem levar a uma grande
reprogramagdo do transcritoma (Jenner e Young, 2005). Apesar dos mecanismos
epigéneticos e pods-transcricionais serem importantes na regulacdo da resposta celular a
infeccdo, essa regulacdo ocorre principalmente via modulagdo dos niveis de RNA (Staudt et
al. 2000, Gomez-Diaz et al 2012), e assim tem destaque na resposta do hospedeiro a infec¢ao.

Em patdgenos, ja foi demonstrado que a plasticidade fenotipica em relagdo ao contexto

do hospedeiro ¢ importante tanto quanto a variacdo gé€nica em determinar o sucesso da
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infeccdo fingica. Em um estudo no qual a levedura Metschnikowia bicuspidata, que infecta
a pulga d’agua Daphnia dentifera, ndo tem qualquer variagdo hereditaria detectavel que
impeca uma rapida evolucdo foi usada para determinar o efeito do gendtipo do hospedeiro
sobre a infectividade do parasita (Searle et al. 2015). Em outras palavras, ¢ a habilidade de
modular a expressdo do genoma frente a mudancas no seu contexto que determina a
efetividade de organismo de manter sua homeostase interna e sobreviver seu ambiente
externo Estudos nessa 4area de interagdo parasita-hospedeiro poderdo ajudar no
desenvolvimento de novas estratégias para preven¢do de doengas, assim como a defini¢do de
alvos terapéuticos mais eficientes (Yowe et al. 2001, Jenner et al. 2005). Além disso, o
entendimento da diferenca de como o hospedeiro resistente e o suscetivel interagem e
respondem ao patdégeno poderd também ajudar no desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes e especificos, o que poderia ajudar a moldar um fendtipo do hospedeiro inicialmente
suscetivel a um fendtipo de resisténcia.

Nos anos recentes, diversas metodologias, incluindo “microarranjos” (MA), utilizados
para caracterizagdo de transcritomas, e sequenciamento de nova geragdo (NGS, Next
Generation Sequencing) ou sequenciamento em larga escala, como andlise em série de
expressdo génica (SAGE) e mais recentemente o sequenciamento de mRNA (RNA-Seq)
desenvolvidos para a quantificacdo de transcritos em larga escala (Cummings et al. 2000,
Jenner et al. 2005, Wang et al. 2009), vem permitindo a andlise simultdnea de milhares de
genes. Essas metodologias podem fornecer uma compreensdo global da evolugdo temporal
que ocorre na transcri¢do génica do hospedeiro em resposta a interagdo com um patégeno.

Por isso, as técnicas de NGS vém substituindo antigos métodos de sequenciamento de
genomas e analises transcritomicas por MA ja que, além da versatilidade em termos de
aplicacdes, apresentam alta sensibilidade e reprodutibilidade sem necessidade de
conhecimento prévio da sequéncia (Cloonan et al. 2008, Marioni et al. 2008, Shendure e Ji
2008). Quanto as analises de transcritomas, o RNA-seq apresenta um grande potencial na
caracterizacdo de transcritomas complexos, permitindo a determinagdo de forma quantitativa
e precisa dos niveis de transcritos, e permitindo a posterior andlise de mRNA e outros tipos
de RNA (rRNA, tRNAs, miRNA, e outros RNAs ndo codantes) no processo global de
transcrigdo de uma célula ou tecido numa determinada condi¢do experimental em grande
detalhe (Mortazavi et al. 2008, Shendure e Ji 2008), dado que ndo apresenta um limite
superior para quantificacdo (large dynamic range) como apresenta os estudos empregando
MA que estd limitado aos genes pré-selecionados (Wang et al. 2009). Além do mais, por

meio da comparacdo dos resultados do RNA-Seq e de MA com a RT-PCR em tempo real
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(qRT-PCR), ficou demonstrado uma maior concordancia dos resultados desta tltima com o
RNA-Seq (Marioni et al. 2008).

O RNA-seq a presenta vantagens em relagdo a outras metodologias de andlises de
transcritomas. Como nd@o necessita de conhecimento prévio das sequéncias investigadas
(embora importante na analise dos dados), a identificagdo de novos transcritos, a
caracterizacdo de suas vdrias isoformas e a caracterizagdo de formas de splicing alternativo
podem ser abordadas em processos biologicos complexos, tais como 0s que ocorrem no
sistema imune € no sistema nervoso, como jamais descritos antes por outras metodologias
(Lynch et al. 2004, Sultan et al. 2008). Outras vantagens sdo que sequéncias semelhantes sdo
diretamente discriminadas pelo sequenciamento; necessita de menores quantidades de RNA;
e a quantificacdo ¢ baseada em um sinal digital, permitindo que a detec¢ao de transcritos seja
feita em uma ampla escala de magnitude (Wang et al. 2009, Shendure e Ji 2008). Em resumo,
as etapas de uma analise de RNA-seq consistem em isolar todos os RNAs da mostra
bioldgica que se deseja analisar, filtrar o RNA (deple¢dao de rRNA ou sele¢do por poliA+, ver
mais informagdo a seguir), converté-los em cDNA, sequenciar os fragmentos de cDNA em
um aparelho de nova geracdo, mapear os fragmentos ao genoma de referéncia, identificar
variagoes de splicing e isoformas, descobrir novos transcritos e quantificar a expressao de
transcritos.

No entanto, também precisamos mencionar que a NGS ¢ uma metodologia em franco
desenvolvimento e que ainda apresenta uma série de desafios a serem resolvidos (revisado
em Wang et al. 2009). Um primeiro ponto critico refere-se ao preparo da amostra, mesmo
com muitos kits otimizados sendo comercializados, j4 que um grande numero de
manipulagdes a partir da amostra de RNA até a obtencao das bibliotecas de cDNA ainda sdo
necessarias; as grandes moléculas de RNA (como os mRNAs) devem ser fragmentadas antes
de serem submetidas ao sequenciamento; e para os transcritomas complexos, a deteccdo de
reads que ultrapassam juncdes de splicing, provavelmente relacionadas a presenca de
variantes de splicing, gera uma dificuldade adicional no mapeamento destas sequéncias
(Wang et al. 2009). Outro ponto que influencia as analises dos dados ¢ como selecionar os
RNAs de interesse, e para este fim as metodologias mais comumente utilizadas sdo a selegdo
positiva de mRNAs (Mortazavi et al. 2008) e a sele¢do negativa de rRNAs (Li et al. 2013) da
mostra de RNA total. A primeira metodologia seleciona os mRNAs por suas caudas poli-A,
portanto todas as outras sub-populagdes de RNA celular que ndo as contem sdo perdidas
(Mortazavi et al., 2008). J4 na segunda, com a deplecdo de rRNA por sondas especificas

todas as demais subpopulacdes de RNA, tanto os mRNAs como também outros RNAs ndo
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codantes, na amostra serdo incluidas no sequenciamento (Li et al., 2013). Esta selecdo de
RNAs ¢ necessaria para aumentar a cobertura dos RNAs de interesse, j4 que rRNA ¢
encontrado em grande quantidade na célula e pode subestimar as outras subpopulagdo (Zhao
et al., 2014). Independente da metodologia escolhida, esta deve ser levada em conta na hora
da andlise. Igualmente importante ¢ a andlise de dados, para a qual existe uma série de
desafios na bioinformética, como artefatos do processo de sequenciamento, falsos positivos,
quantificagdo imprecisa de genes pouco expressos, entre outros, cujas solu¢des encontram-se
em pleno desenvolvimento, mas que ainda deverdo ser resolvidas.

Neste sentido, o emprego do RNA-Seq, mais que qualquer outra metodologia de analise
transcritdmica em larga escala, vem ao encontro de uma melhor adequacao metodolégica,
conforme proposto neste projeto. Dado que nos permite explorar a diferenca transcricional
entre a modulacdo génica de células da resposta imune inata, células dendriticas, do
hospedeiro resistente e suscetivel a PCM frente a uma infecgdo por P. brasiliensis.

Desde o desenvolvimento de metodologias de sequenciamento de alto rendimento de
DNA/RNA, a compreensao da regulacdo génica transcricional e pos-transcricional aumentou
signficativamente (Shendure et al. 2008, Sultan et al. 2008). Além disso, os avangos nos
métodos protedmicos e do desenvolvimento de uma infinidade de técnicas inovadores de
analise de célula também tém contribuido para a melhor compreensdo de varios processos
biologicos altamente complexos em uma visao mais holistica.

Estas abordagens tém sido aplicadas para detalhar as bases moleculares envolvidas na
resposta imune inata, tragando o caminho desde o primeiro evento molecular, como a
interacdo PAMP-PRR, as cascatas de sinalizacdo e regulacdo transcricional, que em conjunto
definem o controle patdégeno induzido na expressdo genica (Mortazavi et al. 2008, Medzhitov
e Horng 2009, Costa et al. 2010, Carpenter e Fitzgerald 2015). Em vista da importancia da
resposta imune inata, ativar e regular adequadamente uma resposta inflamatoria para
combater a infec¢do, € crucial para evitar danos ao hospedeiro, como observado em varias
doengas.

Além da enorme quantidade de dados que revelem a importancia da regulagdo
transcricional da expressdo de genes inflamatdrios, existe também mais um passo igualmente
importante de regulacdo, muito menos considerado, que opera em nivel pds-transcricional.
Carpenter et al. (2014) e O'Connor et al. (2015) enfatizaram em seus trabalhos o papel de
splicing alternativo, a estabilidade do mRNA e regula¢do de traducdo, diretamente associado
aos componentes da imunidade inata. Esses autores apresentaram varios exemplos de splicing

diferencial de TLR e genes da proteina de sinalizacdo, resultando em isoformas
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funcionalmente diferentes, bem como o controle do nivel da estabilidade do mRNA ¢ da
tradugdo, proporcionando uma resposta rapida e afinado em sua magnitude e extensdo. No
total, estes desenvolvimentos recentes destacam a importancia irrefutdvel da coordenacio dos
mecanismos reguladores que operam nas camadas multiplas na expressdo de genes
inflamatorios como o pilar fundamental no controle e na modulagdo da resposta imune inata

do hospedeiro.
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3.1 Objetivo Geral

Compreender as bases moleculares da suscetibilidade do hospedeiro mamifero a
infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis, a fim de identificar potenciais alvos
terapéuticos e farmacoldgicos no tratamento dessa micose sistémica.

3.2 Objetivo Especifico e Metas

e Caracterizar as diferencas no padrdo de expressdo de genes do hospedeiro

murino (linhagens resistente e suscetivel) em resposta a infeccdo por P.

brasiliensis.
Metas:

o Caracterizar as diferencas no transcritoma de células dendriticas
derivadas da medula 6ssea de camundongos suscetiveis e resistentes
infectados experimentalmente com P. brasiliensis, empregado o
sequenciamento de mRNA em larga escala (RNA-seq).

Identificar os genes potencialmente relacionados com a
suscetibilidade do modelo murino a infec¢do fungica e com a
modulagdo da resposta imune com func¢do protetora,
comparando os dados de transcritoma entre linhagens
suscetiveis versus resistentes. Validar os dados obtidos por RT-
PCR em tempo real (QRT-PCR).

o Caracterizar as diferencas no perfil de expressdo de genes especificos
da resposta antifingica de macréfagos tipo M1 e M2 derivadas de
medula 6ssea de linhagens de camundongos suscetiveis e resistentes
infectados ex-vivo com P. brasiliensis, empregado a metodologia de
PCRarray.

Identificar a diferenga na modulacdo de genes relacionados
com a imunidade antifungica entre as subpopulacdes de
macrofagos M1-like e M2-like diferenciadas in vitro a partir de
BMDMs de nas linhagens resistentes e suscetiveis de
camundongos apds infeccdo com P. basiliensis.

Comparar as diferengas nas modulacdes entre ambas as
linhagens de camundongos (suscetivel X resistente).
Estabelecer a importancia da polarizagdo dos macrofagos no
modelo murino de resisténcia e suscetibilidade a
paracoccidiomicose.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Paracoccidioides brasiliensis

O microrganismo utilizado neste estudo foi o isolado Pb18 de P. brasiliensis
considerado virulento na literatura (Singer-Vermes et al., 1989), e cuja viruléncia foi
mantida em laboratorio por passagens rotineiras do fungo em modelo de infec¢ao
animal (infec¢do intratraqueal em camundongos e re-isolamento do fungo). As
passagens eram realizadas com intervalo maximo de trés meses, visando prevenir a
perda de patogenicidade do isolado Pb18. Este fungo era cultivado e mantido em
meio solido Fava-Neto (protease peptona 0,3%, peptona 1%, extrato de carne 0,5%,
dextrose 4%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5% e agar 1,6 %; pH 7,2)(Fava Netto,
1955) a 36,5°C, ¢ as células leveduriformes eram utilizadas em experimentos apds

seis a sete dias de crescimento .

Para os procedimentos, as leveduras eram suspensas em tampao fosfato
(phosphate buffered saline, PBS) 1X ou meio de cultura RPMI-1640 simples (ver a
seguir), agitadas vigorosamente em vortex, para minimizar os agregados de células, e
posteriormente decantadas em falcon de 15mL para a sedimentagdo dos grumos
restantes. O nimero de células viaveis era determinado por contagem em camara de
Neubauer, e a viabilidade do fungo analisada por meio do corante vital verde Janus

(Goihman-Yabhr et al., 1980), admitindo-se, para uso, uma viabilidade celular minima

de 90%.

4.2 Linhagens de Camundongos

As linhagens de camundongo A/J (resistente a P. brasiliensis) e B10.A
(suscetivel a P. brasiliensis) foram empregadas neste estudo, e sd3o modelo murino

estabelecido de resisténcia/susceptibilidade para PCM (Calich et al., 1985; Cano et
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al., 1995; Pina et al., 2008; Singer-Vermes et al., 1995). Ambas linhagens também sao
amplamente usada em pesquisas imunologicas (mais informacdo sobre o perfil

genético da linhagem A/J: https://www.jax.org/mouse-search?searchTerm=A%2F]J;

mais  informagdo sobre o perfil genético da linhagem BI10.A:

https://www.jax.org/mouse-search?searchTerm=B10.A).

Todos os animais utilizados eram machos, com idade entre 8 a 12 semanas.
Matrizes dos animais foram obtidas no Biotério de Camundongos Isogénicos do
Departamento de Imunologia do ICB-USP e foram mantidas em condi¢des
apropriadas, com fornecimento de dgua e ragdo ad libitum, no biotério da Faculdade
de Medicina e do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB).

Todos os experimentos realizados com camundongos, tanto os in vivo quanto os
ex vivo, delineados a seguir, foram desenvolvidos de acordo com o protocolo
aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia
(UnB), processo (UnBDoc) 52657/2011, ANEXO 1.

4.2.1 Eutandasia dos camundongos e obten¢do de soro

Os camundongos das linhagens A/J e B10.A foram sacrificados por métodos
diferentes para obtencdo das diversas amostras biologicas (medula dssea e sangue).
Para o recolhimento da medula, a eutandsia foi realizada pela inalagdo de atmosfera
saturada por dioxido de carbono. Por outro lado, para a obtengdo de sangue do plexo
ocular, a eutanasia foi executada por anestesia com uma solucdo de 20% de
quetamina 10 ng/mL e 10% xilazina 20 ng/mL em PBS via peritoneal- a dose
empregada foi 100 uL do anestésico para 20 g do animal da linhagem B10.A e 150
uL. do anestésico para 20g do animal da linhagem A/J. O soro foi obtido por
centrifugacdo do sangue total a 1000 g/5min e aliquotado para uso em tubos
eppendorfs de 1,5 mL.

A amostra de medula foi empregada imediatamente em experimentos de
diferenciagdo celular, ja as amostras de soro foram armazenadas na temperatura de -
20°C, por no maximo trés meses, ¢ utilizadas para opsonizacdo do fungo nos

experimentos.



33

4.2.2 Isolamento de células da medula ossea de camundongos

Os fémures e tibias obtidos de camundongos A/J e B10.A foram colocados em
meio RPMI-1640 simples em tubos eppendorf de 1,5 mL, um tubo para cada
camundongo. Em fluxo laminar, os ossos foram esterilizados em etanol 70% por trés
minutos, em seguida abertos e seu conteudo (medula) lavado com seringa de 20mL,
com agulhas 26GY%, contendo RPMI-1640 simples gelado. A suspensdo das células
foi entdo centrifugada a 300 g/5 min/4°C e o pellet ressuspenso novamente em meio
RPMI-1640 simples. As células foram contadas em contador de células automatico e
a suspensdo de células, com numero de células especifico para cada procedimento de
diferenciagdo (ver a seguir), foi centrifugada novamente a 300 g/5 min/4°C e
ressuspensa no meio especifico para diferenciacdo (ver a seguir). As células da
medula 0ssea ndo utilizadas imediatamente para diferenciacdo foram ressuspensas em
meio de congelamento (90% soro fetal bovino inativado -SFB- e 10% DMSO) em
aliquotas contendo 4-6x10° células e congeladas primeiramente a -80°C em um
recipiente de congelamento celular por dois dias e, posteriormente, em nitrogénio

liquido por tempo indefinido.

= Preparacdo de meio RPMI-1640 simples
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) rico em glicose com L-glutamina e HEPES 25

mM (em po), foi suplementado com 2 g bicarbonato de soédio e seu volume
ajustado para 1 L com 4gua destilada. O meio, entdo, foi ajustado para pH
7,2 e filtrado com filtro 0,22 nm Milipore. Por fim, foi adicionado 50 mg de

gentamicina por litro da solugdo de estoque.

4.2.2.1 DIFERENCIACAO E INFECCAO DE MACROFAGOS TIPO M1 (GM-BMMS) E
CELULAS DENDRITICAS (BMDCS)

Os macrofagos com fendtipo similar ao tipo M1 (GM-BMM) e as células
dendriticas (BMDCs) derivadas da medula 6ssea das linhagens de camundongos A/J

(resistente) e B10.A (suscetivel) foram obtidos pelo método descrito por Lutz et al.
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(Lutz et al., 1999) com o uso de GM-CSF (Recombinante PEPROTECH cat no: 315-
03).

= Meio de Diferenciacio GM-BMM/BMDCs
O meio RPMI-1640 simples complementado com 20% SFB inativado, GM-

CSF 20 ng/mL, e 2-mercaptoethanol (concentragao final de 50 uM).

Foram adicionadas 2x10° células em 10mL de meio de diferenciacio GM-BMM
em uma placa de Petri, e cada placa foi mantida por oito dias em estufa umida a 37°C
e 5% CO», sendo suplementada com mais 10 mL de meio de diferenciagio GM-BMM
no terceiro dia. No sexto dia, aspirou-se 10 mL do sobrenadante contendo células, e
centrifugou-se a 300 g/15-20 min/4°C em RPMI-1640 simples. O pellet foi
ressuspendido em 10 mL de meio de diferenciagdo GM-BMM e devolvidos para as
placas de Petri. No ultimo dia, o sobrenadante contendo as células ndo aderentes e
fracamente aderentes foram centrifugadas 300 g/5 min/4°C e o pellet ressuspenso em
meio de RPMI-1640 com 10% SFB. Logo, as células foram contadas e colocadas nas
placas destinadas para o ensaio de interacdo. Dessas células, 75-80% sdao BMDCs
(avaliar expressdao de CD11c, MHCII) imaturas, em sua maioria, com alta capacidade
de fagocitar, conforme literatura (Misharin et al. 2013). As células aderentes (GM-
BMM) foram coletadas usando Cell Dissociation Solution Non-enzymatic 1x (C5914
Sigma) para soltar as células aderidas, a suspengao foi centrifugada 300 g/5 min/4°C,
e o pellet ressuspenso em meio de RPMI-1640 com 10% SFB, contadas e colocadas
nas placas destinadas para o ensaio de interagao.

Em seguida, tanto GM-BMM quanto as BMDCs, cultivadas em meio RMPI
1640 com 10% de soro fetal bovino, foram infectadas com P. brasiliensis numa
propor¢cdo de 5 células para 1 levedura (multiplicity of infection, MOI: 5:1) -
opsonisada ou ndo previamente com soro de camundongos (30 min com 20% de soro)

no caso dos GM-BMM- e incubados por 6h ou 24h (37°C, 5% CO,).
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4.2.2.2 DIFERENCIACAO E INFECCAO DE MACROFAGOS TIPO M2 (M-BMM)

A obtengdo de macrofagos similar ao tipo M2 da medula 6ssea (M-BMM) de
ambas as linhagens de camundongo supracitadas foi realizada segundo o protocolo de

Bourgeois et al. (2009).

=> Preparacdo do sobrenadante de cultura de 1.929
A linhagem celular de fibroblasto L929 (ATCC CCL1), que produz de forma

constitutiva M-CSF, foi mantida congelada em nitrogénio liquido em meio
de congelamento (90% SFB inativado e 10% DMSO). Para cultivo, uma
aliquota era descongelada e diluida em meio RPMI-1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino. Essa suspensdo era entdo centrifugada a 300 g/5
min/4°C e o pellet ressuspendido em 20 mL de RPMI-1640 suplementado
com 10% SFB. Essa suspensao era entdo cultivada a 37°C em estufa imida e
5% CO2 em garrafa de cultura de 150 cm’. Apos atingir 100% de
confluéncia, o meio era retirado e cerca de 100 mL de meio RPMI-1640 sem
suplementagdo era adicionado. As células foram crescidas nessas condigdes
por sete dias e entdo o sobrenadante da cultura era coletado e filtrado em
filtros Milipore de 0,22 nm. O sobrenadante de cultura (LCCM, L929 Cell

Conditioned Medium) era entdo aliquotado e congelado para uso posterior.

= Meio de Diferenciacio M-BMM
50% de meio RPMI-1640 simples, 20% SFB inativado e 30% LCCM.

= Meio de Manutencdo M-BMM
Meio RPMI-1640 simples suplentado com 10% SFB inativado e 5% LCCM.

Foram adicionadas 4x10° células em 10 mL de meio de diferenciagio M-BMM
em uma placa de Petri, e cada placa foi mantida por sete dias em estufa umida a 37°C
e 5% CO2, sendo suplementada com mais 10 mL de meio de diferenciagio M-BMM
no quarto dia. No ultimo dia, a coleta dos macrofagos foi realizada com PBS 1X
gelado para soltar as células aderidas, a suspencdo foi centrifugada a 300 g/5

min/4°C, e o pellet ressuspenso em meio de manutencio M-BMM. As Celulas foram
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contadas e aplicadas nas placas destinadas para o ensaio de interagdo. As placas foram
mantidas em uma estufa umida a 37°C e 5% CO?” por no minimo 12h antes do ensaio
para inativar os macrofagos.

Os macrofagos M-BMM foram infectados com P. brasiliensis no meio
especifico de manutencdo (Bourgeois et al. 2009), respeitando a propor¢ao de 5
macrofagos para 1 levedura (MOI: 5:1). A levedura foi opsonisada ou ndo
previamente com soro de camundongos (30 min com 20% de soro), por 6h (37°C, 5%

COy).

4.3 Desenho Experimental da Infec¢cio Ex-Vivo de Macrofagos (tipo M1 ou
M2) e Células Dendriticas Derivados da Medula Ossea de
Camundongos A/J e B10.A com P. brasiliensis

Células GM-BMM, M-BMM e BMDCs de ambas linhagens foram usadas para
analisar e comparar a expressao de genes relacionados a infec¢do fingica (PCRarray
no caso de GM-BMM e M-BMM, e RNAseq no caso de BMDCs), a produgdo de
citocinas e de oxido nitrico (NO), a carga fungica e o indice de fagocitose recorrente a
infeccdo com P. brasilienisis. O esquema a seguir exemplifica a organizacao

experimental usada na infec¢do de cada linhagem de camundongo:

Infecgdo com 6h: RNA &
BMDCs Pb18 Sobrenadante
6h: RNA &
Sobrenadante
Infecgdo com
A/] (resistente)/ M-BMM Pb18 6 e 24h:
B10.A (susceptivel) Fagocitosé &
CFU
6h: RNA &
Sobrenadante
Infecgdo com
GM-BMM
Pb18 6 e 24h:

Fagocitose &
CFU
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4.4 Determinacio da carga fungica por contagem das unidades formadoras
de colénia (UFC)

Apbés o tempo determinado, os fungos ndo aderidos/internalizados foram
removidos por lavagem com meio RPMI-1640 pré-aquecido a 37°C e as células
foram lisadas com SDS 0.01% gelado. Subsequente, desse “lisado”, 100 uL de suas
diluigdes (1:10 e 1:100) foram semeados em placas com meio BHI (Brain Heart
Infusion) suplementado (BHI 3,7%, Glucose 0.8%, soro de cavalo 4%, gentamicina
50 mg/L e 1.5% Agar). As placas foram incubadas a 37°C e a contagem de UFC foi
realizada 10 dias apds o cultivo inicial das amostras. Os resultados foram expressos

como a média do log de UFCs de cada grupo.

4.5 Analise da internalizacido de leveduras de P. brasiliensis por células
derivados da medula 6ssea de camundongos A/J (resistente) e B10.A
(suscetivel)

Apo6s 6 e 24 h de infeccdo, os macréfagos aderidos foram lavados com meio
RPMI-1640 simples pré-aquecido a 37°C a fim de retirar as leveduras extracelulares
ou fracamente aderidas, e em seguida foram fixados e corados com kit de coloracdo
Pandtico. Por microscopia optica, o numero de células hospedeiras com leveduras
aderidas/fagocitadas foram contadas ao final de cada ponto pos-infeccao (total de 300
fagocitos avaliados). Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo

analisados entre cinco a dez campos microscopicos.

4.6 Dosagem de Citocinas por ELISA

Os sobrenadantes das células em cultura foram centrifugados a 1200 g/5 min

para retirada de leveduras e estocados a -80°C. Para a dosagem das citocinas, estas
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amostras foram descongeladas e homogeneizadas em vortex. Sendo assim, as
citocinas TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), ILI1J (interleucina 1), IL6
(interleucina 6), IL10 (interleucina 10), IL12 (interleucina 12), IL17A (interleucina
17A), IL23 (interleucina 23) e a quimiocina MCP-1 (CCL2) foram dosadas por meio
do kit de ensaio de ELISA Ready-SET-Go!® da eBioscience, conforme
recomendacdes no manual do fabricante, sendo que os volumes relatados no
protocolo foram reduzidos a metade. A leitura foi feita no espectrofotdmetro
(SepectraMax M5 — Molecular Devices) e os dados foram analisados com o software
SoftMax 5.2. As concentragdes de citocinas e quimiocinas foram determinadas por

meio de uma curva padrao. Todas as determinacgdes foram realizadas em triplicata.

4.7 Dosagem Indireta de Oxido Nitrico

A produgdo de 6xido nitrico (NO,/NOs’) nos sobrenadantes das células em
cultura foi determinada pela reacdo colorimétrica de Griess. O reagente de Griess foi
preparado no momento da execu¢do do experimento, por meio da mistura de volumes
iguais de 0,1% de nafitiletilenodiamida (NEED, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
em agua destilada e 1% de sulfanilamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em
solug¢do aquosa de 5% H3;PO4. A concentracdo de NO, foi determinada por leitura da
densidade dtica a 550 nm em referéncia ao padrdao da solugdo de NaNO,— a curva
padrao foi feito com dilui¢des seriadas a partir de 200 mM de NaNO, (200 a 3,125

uM). As dosagens foram realizadas em triplicata.

4.8 Analise Estatistica nos estudos de producio de citocina/quimiocina e

oxido nitrico.

As diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste t de Student ou por

Andlise de Variancia bifatorial (Two-way ANOVA) ajustada por pds-teste de Tukey
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para comparagdes multiplas realizada utilizando GraphPad Prism 6.0d Mac,

GraphPad Software, La Jolla California EUA, www.graphpad.com, conforme o

delineamento experimental. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.9 Extracao de RNA Total

O RNA total das células, tratado com DNAse I, foi obtido empregando-se o
RNAecasy” Plus Mini Kit (QIAGEN Cat. No. 74134), segundo protocolo do

fabricante.

4.10 Sintese de cDNA

Apos tratamento com DNAse I (incluido no RNAeasy” Plus Mini kit), a
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 500 ng de RNA total de cada
amostra, quantificado previamente utilizando-se o aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer
(Life Technologies). A essa quantidade de RNA total adicionou-se 0,5 pg do iniciador
OligodT;s e a mistura foi incubada a 70°C por 10 min, seguido de resfriamento
imediato por incubagdo no gelo por cerca de um minuto. A amostra adicionou-se o
MIX, para um volume final de 25 pL, contendo os seguintes reagentes em suas
concentragdes finais: tampao da transcriptase reversa 1X; 8 mM DTT; 0,4 mM
dNTPs; 20 U RNAse Out (Invitrogen). Em seguida, a reacdo de polimerizacdo foi
realizada por incubagdo a 42°C/2 min, e posteriormente, 200 U da enzima
transcriptase reversa (SuperScript 111, Invitrogen) foi adicionada ao sistema, e qual foi
mantido novamente a 42°C por mais uma hora. A seguir, a enzima foi inativada por

aquecimento a 70°C por 20 min.
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4.11 Desenho dos Oligonucleotideos para qRT-PCR

Foram desenhados oligonucleotideos especificos, pelo nosso grupo de pesquisa
da UnB (Silva et al. 2008), para os genes MyD88, NF-xB, TNF-a e IL1 de Mus
musculus. Tais desenhos basearam-se nas sequéncias obtidas da base de dados do

transcritoma de camundongo (http://www.informatics.jax.org) utilizando-se o

programa Primer Express (Applied Biosystems). As sequéncias dos iniciadores estdo

descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Dados gerais dos oligonucleotideos sintetizados.

Gene Sequéncia de nucleotideos (5°—3°)
MyD88 myd88f: ACTGGCCTGAGCAACTAGGA
myd88r: CGTGCCACTACCTGTAGCAA
Nfkb1 (p105) nfkbf: AGCCAGCTTCCGTGTTTGTT
nfkbr: AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC
TNFa tnf f: GTACCTTGTCTACTCCCAGGTTCTCT
tnf r: GTGGGTGAGGAGCACGTAGTC
IL1p illbetaf: GTGTGTGACGTTCCCATTAGACA
illbetar: CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG
TLR2 toll2f: AAGAGGAAGCCCAAGAAAGC

toll2r: CGATGGAATCGATGATGTTG

As sequéncias dos oligonucleotideos para os genes IL6, IL10, IL12ap35 e
CXCL10 foram obtidas do banco de dados PrimerBank
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/ (Spandidos et al. 2010), e suas caracteristicas

estdo descritas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Dados gerais dos oligonucleotideos do primerbank.

Gene Sequéncia de nucleotideos (5°—3°)
IL6 ilor: TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
il6f: TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
IL10 il10r: CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
i110f: GCTCTTACTGACTGGCATGAG
IL12ap35 il120p35r: AAGGAACCCTTAGAGTGCTTACT
il120p35f: CCCTTGCCCTCCTAACCAC
CXCL10 5’ CXCL10f: GGCTCGCAGGGATGATTTCAA

3’ CXCL10r: CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC

Para a determinagdo da polarizacdo dos macrofagos usados foram utilizados
oligonucleotideos especificos para iNOS e arginase I (providos por Dra. Anamélia

Bocca —LIA/UnB), e suas seqiiéncias estdo descritas na tabela 4.3.



41

Tabela 4.3. Dados gerais dos oligonucleotideos sintetizados.

Gene Sequéncia de nucleotideos (5°—3°)
iNOS iNOSf - CGAAACGCTTCACTTCCAA

iNOSr - TGAGCCTATATTGCTGTGGCT
Argl Arglf - GTTCCCAGATGTACCAGGATTC

Arglr - CGATGTCTTTGGCAGATATGC

O controle interno empregado nos experimentos de qRT-PCR foi o gene RPS9
(40S ribosomal protein S9), que codifica para uma proteina da subunidade menor do
ribossomo, e cuja expressdo ¢ constitutiva e ndo diferencial entre as condi¢des
controle e infectados com P. brasiliensis (Silva et al. 2008, Tavares et al. 2012). Os

oligonucleotideos desenhados para o gene RPS9 estdo listados na Tabela 4.4 abaixo:

Tabela 4.4. Dados gerais do controle interno.

Gene Sequéncia de nucleotideos (5°—3°)

RPS 9 5’ rps9f: CGCCAGAAGCTGGGTTTGT
3’ rps9r: CGAGACGCGACTTCTCGAA

A eficiéncia de reac¢do destes primers foram analisados e sdo suficientes para
serem utilizados usados pelo método 27**“T (Livak e Schmittgen, 2001), discutido no

item 4.14.

4.12 PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

Uma aliquota correspondente a 1/5 da reagdo de sintese de cDNA foi submetida
a reagdo de amplificagdo em tempo real, cujo volume final era de 10 pL, contendo: 5
uL de SyBr® Green Master Mix (Applied Biosystems); 0,2 puM de cada
oligonucleotideo (forward e reverso) especifico (Tabela 1 ao 4). Foram utilizados
como controle interno os oligonucleotideos que amplificam o gene RPS9 (Tabela 4).

As condigdes de ciclagem foram as programadas para o reagente SyBr® Green:
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Ciclagem: Curva de Dissociacao:
(1) 50°C/ 2 min (1) 95°C/ 15 min
(2) 95°C/ 5 min (2) 60°C/ 1h
(3) 95°C/ 3 seg (3) 95°C/ 15 min

(4) 60°C/ 30 seg
(5) Repetir (3) e (4) quarenta vezes.

Todas as amplificagdes foram feitas no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR

System (Applied Biosystems).

4.13 Analise da Resposta Antifungica por PCRarray

Apoés a andlise quantitativa (Qubit® 2.0 Fluorometer - Life Technologies) e
qualitativa (analise em gel de agarose 0.8%) do RNA total dos GM-BMM e M-BMM
de ambas linhagens murinas, 1 pg foi transcrito de forma reversa em cDNA utilizando
o RT? First Strand Kit (SABiosciences), de acordo com o protocolo do fabricante.
Subsequentemente, as amostras de cDNA foram marcadas com RT” Real Time
SYBR® Green PCR Master Mix (SA Biosciences) e adicionadas a placas de 96 pogos
do Mouse Antifungal Response RTC Profiler™ PCR Array (PAMM 00147Z,
SABiosciences/Quiagen).

Este array identifica o acumulo de transcrito de 84 genes envolvidos na resposta
imune inata de fungos patogénicos, que incluem os Receptores de Reconhecimento
Padrao (PRRs) e sua via de transducdo de sinal associada, e também aqueles cuja
expressdo influencia os processos inflamatorios e a fagocitose. Além destes, cinco
genes housekeeping para a normaliza¢do dos dados de PCR e pogos para andlise de:
controle de contamina¢do de DNA gendmico, a eficiéncia da transcri¢do reversa € o
desempenho PCR estdo incluidos no array.

Em nossas condigdes experimentais, os genes constitutivos B2M e GUSB
tiveram niveis de mRNA constantes entre os grupos controle e experimental e foram
utilizados para a normalizacdo de dados. O produto de amplificacdo, a aquisi¢ao de
dados (obtidos como valores de ciclo limiar (Ct)) ¢ a curva de fusdo foram realizados

pelo sistema ABI 7500 qRT-PCR (Applied Biosystems, software de versao 2.0.3). Os
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dados foram analisados por RT> PCR Array Data Analyses profile versio 3.5

disponivel em http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

4.14 Analise Estatistica da Expressiao dos Genes (QRT-PCR e PCRarray)

As diferengas na expressdo genética entre grupos controle e experimental, tanto
para qRT-PCR quanto para PCRarray (usando o software supracitado), foram
determinadas usando o método comparativo limiar, cuja quantidade do alvo ¢
normalizada a uma referéncia endégena e relativa a um calibrador dada pela formula

aritmética 2724¢T

(Livak e Schmittgen, 2001). Os genes modulados significativamente
foram identificados com base em dois critérios: (i) a diferenga em valores médios da
duplicata de 22" foi maior do que 2 ou menor do que -2 (indicativo de regulagio
positiva ou negativa, respectivamente); e, (ii) a diferenga entre os valores em

-AACt
2 C

duplicata de para cada gene foi estatisticamente significativa (p <0,05) de

acordo com o teste ¢ de Student entre o grupo controle e os grupos experimentais.

4.15 Preparo das Amostras para RNA-Seq, Sequenciamento e Analise dos
Dados

Apoés a andlise de qualidade (Bioanalyser 2100 - Agilent) e quantificacio
(Qubit® 2.0 Fluorometer - Life Technologies) do RNA total de cada experimento,
3,5-6,0 ug de RNA total de BMDCs das diferentes condi¢cdes experimentais foram
preparadas para o transporte estavel a temperatura ambiente com o RNAstable kit
(Biomatrica cat no. 93221-001), conforme as recomendacdes do fabricante. Estas
amostras de RNA foram liofilizadas em tubos plasticos com bomba de vacuo a
temperatura ambiente. As amostras seca foram enviadas ao Scripps Research Institute
para o sequenciamento. As amostras das diferentes condi¢des experimentais foram

nomeadas de acordo com esta lista:
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A/J-1, 2, ou 3: RNAs das replicatas biologicas de BMDCs de A/J ndo-
infectadas
A/J+Pb18-1, 2, ou 3: RNAs das replicatas bioldégicas de BMDCs de A/J

infectadas com Pb18

B10.A-1, 2, ou 3: RNAs das replicatas biologicas de BMDCs de B10.A nao-
infectadas
B10.A+Pb18- 1, 2, ou 3: RNAs das replicatas bioldégicas de BMDCs de B10.A

infectadas com Pb18.

O sequenciamento em larga escala (RNAseq) foi executado na plataforma
HiSeq 2000 Analyser da [Nlumina

(http://www.scripps.edu/california/research/ngs/sample.html). Os parametros para a

construcao das bibliotecas e sequenciamento pela geracdo de reads de 100 bp foram
realizados na Scripps DNA Sequencing Facility, sendo as principais etapas e os
principais parametros de sequenciamento descritos a seguir:

* Preparo das bibliotecas com a tecnologia barcode: a partir de 1-3 pg de RNA

total, empregando a selecdo de RNA poli (A)+, de acordo com o kit Illumina
TruSeq RNAseq prep methodology; foram montadas 12 bibliotecas a partir
dos RNAs totais de BMDCs, obtidas das linhagens resistente (A/J) e
suscetivel (B10.A), infectadas ou ndo por P. brasiliensis, conforme o desenho
experimentais descrito anteriormente.

* (Caracteristicas das sequéncias (Reads type): 2 x 100 paired-end;

e Cobertura do sequenciamento: para um conjunto de 24 amostras a serem

enviadas para o sequenciamento (12 amostras referentes ao projeto aqui
descrito e as outras 12 referentes a outros projetos de nosso grupo — todos os
projetos consistindo de quatro grupos experimentais € cada um com suas
triplicatas biologicas), a estratégia empregada utilizou oito amostras//ane € um
total de trés lanes (cada uma das triplicatas de cada uma das oito diferentes
condi¢des experimentais//ane).

* Analise da corrida de sequenciamento: foi utilizado o Genome Analyzer

Pipeline Software (Casava v1.9) para fazer uma andlise inicial da corrida de
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sequenciamento. O programa faz a andlise de imagem, chamada base e

demultiplexing dos codigos de barras de dado.

A obtencdo e andlise dos dados transcritomicos foram realizadas sob
coordenacao dos responsaveis pela equipe de Bioinformatica associada ao Projeto
Pronex/FAPDF/CNPq — Edital 03/2009 (Processo 193.000.571/2009): a Profa. Dra.
Maria Emilia Telles Walter (CIC/UnB), o Dr. Roberto Togawa (Embrapa/Cenargen —
Brasilia), a Dra. Taind Raiol de Alencar e o Dr. Daniel Paiva Agustinho. O
processamento dos dados empregou servidores apropriados e foram executados
programas livres de forma sequencial (pipeline). A sequéncia dos programas

empregados na analise dos dados de RNA-Seq estdo representados na Figura 4.1.

Retirada de
Arquivo adaptadores e
FASTQ Controle de sequéncias de
recebido da . qualidade - |__—™ baixa qualidade-
Facility de FastQC Cutadapt e
sequenciamento PRINSEQ

Mapeamento - TopHat2

Conversao Contagem de
SAM->BAM - |——mp reads por
Samtools gene - HTSeq

Andlise de Expresséao
diferencial - edgeR

Figura 4.1. Pipeline de analise empregado para analise dos dados de RNA-seq.
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Os resultados do sequenciamento foram obtidos no formato de arquivos FASTQ
(Cock et al., 2010). Uma vez em posse desses dados, os arquivos foram avaliados
pelo software FastQC (Andrews, 2010). Esse programa analisa as reads (fragmentos
de sequenciamento) com relagdo ao tamanho, qualidade dos dados, presenca de
contaminag¢des ou adaptadores. Em seguida, os adaptadores encontrados pelo FastQC
sdo retirados pelo software Cutadapt (Martin, 2011), enquanto as sequéncias de baixa
qualidade sdo retiradas com o PRINSEQ (Schmieder and Edwards, 2011).

Uma vez que as sequéncias de baixa qualidade e os adaptadores foram
removidos, as reads resultantes foram mapeadas no genoma murino mm10 (Mouse

ENCODE (Flicek et al. 2012; http://ucscbrowser.genenetwork.org/), utilizando

TopHat2 (versdo 2.0.11 e Bowtie versdo 2.1.0) (Kim et al., 2013). Os arquivos finais
deste mapeamento, os arquivos BAM, foram convertidos em um formato mais
acessivel para as etapas posteriores com o Samtools (Li et al., 2009). Esses arquivos
podem ser entdo utilizados pelo programa HTSeq (Anders et al., 2014), que realiza a
contagem das reads por gene obtidas da etapa anterior, produzindo uma tabela que
pode entdo ser utilizada pelo pacote edgeR (Robinson et al., 2010), que realiza os
testes estatisticos para determinar os genes diferencialmente expressos.

Os resultados de alguns transcritos de interesse tiveram seu padrdo de expressao
validado por qRT-PCR, de acordo com as condi¢des de rotina de nosso laboratoério,
descrito anteriormente. Todos os genes diferencialmente expressos entre as células
controle e infectadas com Pb18 das linhagens A/J e B10.A de camundongos foram
submetidos a analise de enriquecimento de Gene Ontology (GO) e das vias de KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) usando ferramenta de anotacdo
funcional DAVID 6.7 (http://david.abce.nciferf.gov/). Os resultados foram filtrados
com base numa metodologia estatistica Fisher Exact semelhante ao que foi

anteriormente descrito (Huang et al. 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar dos avancos na medicina, as doengas infecciosas continuam a ser uma
das maiores preocupacdes locais e mundiais na area de satde. Portanto, a necessidade
de uma compreensdo melhor da relacdo patdégeno-hospedeiro, bem como das
diferencas que conferem resisténcia/suscetibilidade do hospedeiro a um dado parasita,
pode contribuir tanto para a definicdo da melhor modalidade de tratamento, quanto
para o desenvolvimento de estratégias terap€uticas e o estabelecimento de novos alvos
terapéuticos. Outro aspecto relevante e cujos estudos na area podem auxiliar refere-se
ao desenvolvimento de mecanismos que contribuam para a prevencdo de uma
resposta imune debilitada do hospedeiro decorrente da terapia adotada, como por
exemplo o que ocorre na Sindrome de Reconstitui¢do Imune -SRI/IRS (Perfect et al.
2012). Isto ¢, uma ativacdo exacerbada ou desregulada do sistema imune devido ao
tratamento e que resulta em danos ao hospedeiro, podendo levar a morte (Perfect et al.
2012). Nesse sentido, a identificagdo do tipo da resposta imunologica do hospedeiro
frente ao patdogeno ndo suficiente. A intensidade desta resposta também mostra-se
bastante informativa na tentativa de desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
Adicionalmente, a identificacdo de genes especificos que desempenham papel
fundamental na resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro ao estabelecimento de
uma dada doenca pode sugerir novos alvos terapéuticos.

Entretanto, apesar da importancia de identificacdo de novos alvos terapéuticos,
até o presente momento somente trés estudos focaram na descri¢do do padrdo de
expressdo de genes relacionados ao sistema imune inato do hospedeiro quando o
mesmo foi submetido a infec¢ao ex vivo por P. brasiliensis (Silva et al. 2008, Oliveira
et al. 2010, Tavares et al. 2012. Tais estudos investigaram a resposta: de células
dendriticas murinas — sentinelas e principal orquestradora do sistema imune (Tavares
et al. 2012), de pneumdocitos do tipo II humanos imortalizadas — também sentinelas e
moduladoras do sistema imune (Oliveira et al. 2010) e de macrdéfagos peritoneais
murinos — sentinelas, moduladoras ¢ células efetoras do sistema imune (Silva et al.
2008) frente a infec¢do por P. brasiliensis, sugerindo a importancia de alguns genes

durante a interagdo dessas células hospedeiras com o fungo. Nenhum deles, porém,
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analisou o efeito da resisténcia ou suscetibilidade intrinseca do hospedeiro a infec¢ao
por P. brasiliensis.

Os estudos sobre resisténcia/suscetibilidade na PCM tém focado basicamente
nas analises imunolédgicas, ou seja, perfil de citocinas, identificagdo de receptores
celulares, ensaios de fagocitoses, carga fingica, entre outros (Ferreira et al. 2007, Pina
et al. 2008). Nesta sessdo, descreveremos as analises do perfil de expressdo de genes
da resposta imune inata (e outros analises complementares) de células dendriticas
(Parte I) e de macrofagos (Parte II —artigo publicado) derivados da medula 6ssea das
linhagens de camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) a infeccdo ex-vivo

por P. brasiliensis.

5.1 Parte I: Analises de Comparativos de BMDCs de Cultura Primaria de

Camundongos Resistentes e Suscetiveis a Infec¢ido por P. brasiliensis

5.1.1 Analise transcritomica em larga escala (RNA-Seq) da expressdo génica de
mRNA de BMDCs provenientes de hospedeiros murinos resistentes e
susceptiveis a PCM

Tendo em vista a importdncia ja relatada das células dendriticas no
orquestramento da resposta imunoldgica, esse trabalho analisou o actimulo de
transcritos de células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDCs) originarias de
camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) a PCM quando infectados por P.
brasiliensis. Os experimentos para obtencdo de amostras de RNA total, as quais
foram enviadas para sequenciamento em larga escala (RNAseq), foram realizados em
triplicatas biologicas independentes, com o objetivo de caracterizar o transcritoma de
BMDCs de camundongos das linhagens A/J e B10.A, infectadas ou ndo com o isolado
Pb18 do fungo. A qualidade do RNA total extraido, apds o tratamento com DNAse I,
foi analisada via plataforma Bioanalyzer 2100 (Agilent) e o valor de RIN (RNA
Integrity Number — ferramenta de software projetada para estimar a integridade das

amostras de RNA total, independente da concentragdo, instrumento e analista. A
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integridade ¢ dada ndo somente pela razdo das bandas ribossémicas, mas por
totalidade electroforética do RNA da amostra, que inclui a presenca ou auséncia de
produtos de degradagdo. Schroeder et al. 2006) para todas as amostras variou entre
7.80 e 8.80. Vale ressaltar que valores de RIN > 7,00 sdo tidos como ideais para

experimentos de RNA-seq (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Validacido da qualidade das amostras de RNA a serem enviadas para o experimento
de RNA-seq.

A verifica¢do da qualidade das amostras de RNA foi realizada com o equipamento Bioanalyser. Os
valores de RIN (RNA Integrity Number) sdo indicados para cada amostra. A1-3 e Al1-3: BMDMs de
AJ controle (ndo infectado) e infectado, respectivamente; B1, 2, DC BI10A Ctl ¢ BIl, 2, DC
B10APb18: BMDMs de B10.A controle (ndo infectado) e infectado, respectivamente.

Na Tabela 5.1 ¢ apresentado o numero total de reads obtidas para cada amostra
de RNAm (RNA poli (A)+) apo6s seu sequenciamento em larga escala (RNAseq) na
plataforma HiSeq 2000 Analyser da Illumina (valores superiores a 12 milhdes de

reads para todas as amostras), e a porcentagem de reads mapeadas no genoma de



50

referéncia de camundongo (mouse build mm10), a qual foi superior a 97% para todas

as amostras analisadas.

Tabela 5.1. Descricio dos principais dados do sequenciamento e “status” das sequéncias geradas.

Percentagem
Percentagem
Filtragem e  (Filtragem e
Amostras  Reads Total Mapeamento (Mapeamento/Filtra-
Pareamento Pareamento /
gem e Pareamento)
Reads Total)
All 20.753.355 15.150.750 73,00 14.832.229 97,90
AJ2 21.266.532 15.651.383 73,60 15.356.207 98,11
AJ3 15.201.657 10.798.056 71,03 10.572.092 97,91
AJPbl 17.801.444 13.189.133 74,09 12.951.214 98,20
AJPb2 16.414.973 11.644.935 70,94 11.393.225 97,84
AJPb3 20.082.456 14.194.140 70,68 13.956.195 98,32
B10A1 18.246.166 13.634.018 74,72 13.240.505 97,11
B10A2 15.721.166 11.458.063 72,88 11.231.965 98,03
B10A3 14.603.697 10.687.382 73,18 10.373.442 97,06
B10APb1 14.737.027 10.303.973 69,92 10.032.907 97,37
BI10APb2  15.975.238 11.180.049 69,98 10.924.888 97,72
BI0APb3  12.126.559 8.365.484 68,98 8.182.516 97,81

De acordo com o pipeline empregado, como mostrado na figura 4.1 (em
metodologia), primeiramente avaliamos as inter-relagdes entre os perfis de expressao
génica das amostras usando o “edgeR’s plotMDS” (plot MDS — “Multidimensional
scaling plot” gerado usando o pacote estatistico edgeR). Esta andlise emprega a
medida da distancia de contagens especificas entre as amostras de RNA-seq para
gerar um grafico de escalas multidimensional que mostra as relagdes entre todos os
pares de amostras (Figura 5.2). As distancias sobre o grafico representam o
coeficiente de variacdo da expressdo entre as amostras para os principais genes que
melhor diferenciam as amostras. Para esta analise ¢ empregada a razdo dos niveis de
expressdo normalizada entre as duas condigdes experimentais (logFC —log Fold
Change), a fim de avaliar as diferencas entre as amostras. Assim, podemos verificar
se as amostras de um mesmo grupo (controle ou infectado) agrupam-se ou nao

(controle com controle ¢ infectado com infectado).
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Figura 5.2. Representaciio da inter-relacio entre os perfis de expressio génica das amostras.
(A) EdgeR’s plotMDS dos pares das amostras AJ (BMDCs controle-nao infectadas) e
AJPb (BMDCs infectadas com Pb). (B) EdgeR’s plotMDS dos pares das amostras
B10A (BMDCs controle-ndo infectadas) e BIOAPb (BMDCs infectadas com Pb).

Como pode ser observado na figura 5.2A, um dos pares de amostras do modelo
AJ/AJPb (control/infectado) ndo se diferenciou no plotMDS (replicata bioldgica 1), e
portanto foi retirado das analises comparativas posteriores. O restante das analises
para linhagem murina A/J foi entdo conduzido apenas com as duplicatas biologicas
(pares, controle e infectado, das replicatas biologicas 2 e 3). Para as amostras do
modelo B10A/B10APb, as andlises seguiram-se com os dados das triplicatas
bioldgicas.

Em seguida, com os parametros de cortes de FDR (p-valor corrigido para
multiplas hipoteses utilizando o método Benjamini-Hochberg que tem como objetivo
reduzir False Discovery Rate, ou falso positivos) < 0,05 e MagnFC > 1,4 para a
determinagdo de genes diferencialmente expressos no nosso modelo de estudo, foram
gerados dados para os grupos diferentes experimentais em estudo (BMDCs controle X
BMDCs infectadas com P. brasiliensis de ambas as linhagens de camundongo
utilizadas). Os resultados obtidos sdo representados pelo edgeR’s plotSmear na figura

5.3, onde cada ponto representa um gene analisado.
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Figura 5.3. Representacio grifica dos genes diferencialmente expressos no modelo de infecciio de
BMDCs com P. brasiliensis para as linhagens de camundongo A/J e B10.A, segundo os
parametros de FDR < 0,05 e MagnFC > 1,4.

O EdgeR's plotSmear relaciona o log fold change (o log da razéo dos niveis de expressdo normalizada
entre as duas condigdes experimentais) versus o log de contagens por milhdo (CPM).

Desta figura, obtemos um panorama geral da quantidade de genes
diferencialmente expressos em cada modelo analisado, representados pelos pontos em
vermelho seriam os genes que passaram ambos critérios supracitados (pontos acima
de zero no eixo Y para os genes regulados positivamente, e abaixo para os genes
regulados negativamente). A linhagem murina resistente (Figura 5.3A). apresentou
uma menor variacdo de expressdo diferencial de genes, tanto induzidos como
reprimidos, que a linhagem susceptivel (Figura 5.3B). Por outro lado, a linhagem A/J
além de apresentar menor numero de genes significativamente diferencialmente
expresso, a maioria desse estavam induzidos em relacdo com o controle (Figura
5.3A). A seguir, estes dados sdo representados por um diagrama de Venn e um

heatmap com a amostragem de genes em cada um dos modelos de estudo (figura 5.4).
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Figura 5.4. Representacio quantitativa e visual do comportamento dos genes diferencialmente
modulados em BMDCs de camundongos A/J e B10.A ap6s infeccao com P. brasiliensis.

(A) O heatmap foi gerado com genes de ambas as linhagens de camundongos, A/J e B10.A, em ambas
as condi¢des experimentais, controle e infectado com Pb18, via programa dChip (www.dChip.org). A
cor vermelho indica aumento e a azul indica a diminui¢@o da expressdo relativa a média do log CPM
(contagens normalizadas) para todas as amostras. (B) Diagrama de Venn resumindo os resultados dos
genes diferencialmente expressos entre as células dendriticas controle e infectadas com Pbl8 das
linhagens de camundongos A/J e B10.A .
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A observacao das diferencas de indugdo (vermelho) e repressdo (azul),
representadas no heatmap (figura 5.4A), sinalizam que houve uma expressao
diferencial dos genes selecionados de ambas as linhagens de camundongos, A/J e
B10.A, e em ambas condi¢des experimentais, controle e infectado com Pb18. A igual
que como a figura 5.3, observamos uma grande diferenca entre o controle e infectado
para linhagem B10.A, mas ndo tanto no A/J (figura 5.4A). Isto da a impressao de que
a linhagem susceptivel, apds 6 horas de infeccdo, apresenta uma ativacdo geral e
“intensa/exacerbada” da transcri¢do de varios genes, quanto como o resistente quase
ndo ha diferencia entre o infectado e o ndo infectado (figura 5.4A). O que poderia
indicar uma ativa¢do mais lenta ou controlada da transcrigdo frente a infec¢dao no
camundongo resistente. Entre as linhagem, também, podemos observar grupos de
genes diferencialmente expressos (reprimidos em uma linhagem e induzido na outra)
que serd analisado nas proximas etapas para determinar sua importancia no infec¢ao
com P. brasiliensis. Em resumo, do total dos genes diferencialmente expressos, 207
genes foram comumente induzidos, por A/J e B10.A, enquanto os reprimidos nao

tiveram nem um gene diferencialmente expresso em comum (figura 5.4B).

5.1.2 Alguns Dados de Expressdo Diferencial dos resultados do RNA-seq

Foi feito um analise preliminar dos genes diferencialmente expressos,
induzidos e reprimidos, em BMDCs de ambas as linhagens de camundongos quando
infectado com Pb18 de forma a ter uma ideia de tipo/categoria de genes estava sendo
modulados. Analises mais profundas serdo feitas nas vias e nos genes de interesse
para escrita do artigo apds os ajustamentos no pipeline terminarem e o melhor método
para o analise comparativo for definido. A andlise das categorias dos genes
induzidos/reprimidos na interacdo entre BMDCs, tanto de A/J como de B10.A, e Pb18
foi feito conforme a sua ontologia genica (GO) e seu interagdo/participacdo em vias
de processos bioldgicos conhecidos (KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) pelo software DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (Huang et al. 2009).

A categorizagdo por GO ¢ utilizado para descrever a representagdo de genes e
produtos génicos em termos de seus processos biologicos associados, componentes

celulares e fun¢des moleculares de maneira independente de espécies. E importante
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ressaltar que o mesmo gene por pertencer a varias categorias funcionais. Em ambas
linhagens mostrou um enriquecimento (agrupacdes estaticamente sobre-representada)
em genes relacionados a resposta imune e sua regulagdo, tanto na producdo de
citocinas como na ativagdo celular, entre outros agrupamentos funcionais tabelados a

seguir (Tabela 5.2 & 5.6).

Tabela 5.2. Categorizacao dos principais genes induzidos da biblioteca de BMDC da linhagem de
camundongo A/J infectado com Pb18. Conforme seu GO (gene ontology) e distribuidos segundo a
funcio no hospedeiro (categoria: GOterm BP FAT, p<0,05). Em itdlico as vias em comum com
B10.A (Tabela 5.3). A coluna % representa a porcentagem na categoria do total dos genes induzidos. A
ultima coluna é o p-valor corrigido para multiplas hipoteses utilizando o método Benjamini-Hochberg.

Termos GO # % GO P
Genes Accession | (Benjamini)

Immune response 57 2,7 GO:0006955 49 x 1077
Defense response 33 1,5 |  GO:0006952 39x107"
Inflammatory response 20 0,9 G0:0006954 2,0x 10
Response to wounding 23 1,1 G0O:0009611 1,1x 10”7
Response to virus 12 0,6 GO:0009615 6,0 107
Regulation of cytokine production 13 0,6 GO:0001817 3,510
Regulation of apoptosis 24 1,1 G0:0042981 6,5x10°
Regulation of programmed cell death 24 1,1 G0:0043067 7,1x10°
Regulation of cell death 24 1,1 G0:0010941 7,0x 107
Regulation of cell proliferation 23 1,1 G0:0042127 1,1x10™
Positive regulation of cytokine production 9 0,4 GO:0001819 1,1x10™
Chemotaxis 11 0,5 GO:0006935 1,1 x 10*
Taxis 11 0,5 G0:0042330 1,1x10™
ISG15-protein conjugation 4 0,2 G0:0032020 8,0x 10"
Apoptosis 19 0,9 GO:0006915 1,8x10°

Tabela 5.3. Categorizacao dos principais genes induzidos da biblioteca de BMDC da linhagem de
camundongo B10.A infectado com Pb18. Conforme seu GO (gene ontology) e distribuidos
segundo a funcdo no hospedeiro (categoria: goterm BP FAT, p<0,05). Em itdlico as vias em
comum com A/J (Tabela 5.2). A coluna % representa a porcentagem na categoria do total dos genes
induzidos. A ultima coluna ¢ o p-valor corrigido para multiplas hipoteses utilizando o método
Benjamini-Hochberg.

Termos GO # % GO P
Genes Accession | (Benjamini)

Immune response 94 1,1 GO:0006955 2,6 x 107°
Regulation of cytokine production 35 0,4 GO:0001817 1,1x 10"
Response to wounding 54 0,6 | GO:0009611 1,8x 10"
Defense response 62 0,7 | GO:0006952 2,8x 10"
Inflammatory response 40 0,5 G0:0006954 6,0x 10"
Regulation of cell activation 32 04 GO:0050865 2,8x 10°
Regulation of leukocyte activation 31 0,4 G0:0002694 9,0x10”
Regulation of apoptosis 63 0,8 G0:0042981 4,5x 10"
Regulation of programmed cell death 63 0,8 G0:0043067 6,7x10"
Regulation of cell death 63 0,8 G0:0010941 75x 10"
Negative regulation of molecular function 27 0,3 G0:0044092 9,7x 10
Regulation of lymphocyte activation 28 0,3 G0O:0051249 1,3x 10”7
Regulation of cell proliferation 60 0,7 G0:0042127 1,9x 10”7
Positive regulation of cytokine production 18 0,2 GO:0001819 43x10”7
Apoptosis 52 0,6 GO:0006915 24x10°
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Os primeiros 15 grupos funcional (ontologia) de genes induzidos em BMDCS
apos 6h da infeccdo com Pb18 com numero agrupamento de genes estatisticamente
sobre-expressados € com o p-value ajustado pelo método de Benjamini-Hochberg
menor que 005) encontra-se descrito na tabela 5.2 para a linhagem de A/J e na tabela
5.3 para a linhagem B10.A. Ambas linhagens agruparam genes em categorias
comuns, como ¢ de espera dado que ambos enfrenta o mesmo estimulo, a diferenga
principal sendo o numero e qual genes encontra-se induzidos em cada categoria.
Anadlises in silico sera feito, ap6s do ajustamento do pipeline, para determinar o efeito
dessa diferencia em diferente vias de interesse esta sendo realizada para o artigo em
producdo.

Viérios agrupamentos apresenta termos similares, como resposta imune,
reposta de defesa, resposta inflamatoria e resposta a ferida todos relacionados ao
processo de defesa de uma quebra do equilibrio homeostatico, nesse caso devido a
resposta a infeccdo, e provavelmente varios genes forma parte de diferente categorias
GO ao mesmo tempo. Indiferentemente, todas categorias se catalogam com a
calibragdo/adaptacao do organismo a uma potencial ameaca interna (lesdo por agentes
fisicos ou quimicos) ou invasiva (corpo estranho ou infeccdo) que desencadeia
diferentes reacdes, e resulta na restricdo de danos para o organismo atacados ou
prevencao/recuperagdo da infeccdo causada pelo ataque do patogeno. No caso da
resposta inflamatdria, por exemplo, o processo ¢ caracterizado por vasodilatagdo
local, extravasamento de plasma em espagos intercelulares e acimulo de leucécitos e
macrofagos. No entanto, as resposta de defesa e a resposta a ferida ¢ caracterizado
pelos mesmos processos com focos ligeiramente diferentes.

Adicionalmente, ambos linhagens murinas induziram genes relacionados com
a modulacdo na frequéncia, taxa ou extensdo na produc¢do de citocinas, e ligados ao
aumento dessa produgdo. De igual forma, ambos também induziram genes estdo
ligados a morte celular, em especial a morte celular programada, e sua regulacao.

Exclusivamente na linhagem A/J (resistente) foram agrupados genes ligados
ao direcionamento celular, provavelmente ligado ao recrutamento de células ao lugar
da infeccdo (tabela 5.2). Se destaca nesses genes relacionados ao ISG15, que além do
recrutamento de neutrofilos, induzem a proliferacdo de células NK e a produgdo de

INF-y (http://www.uniprot.org/uniprot/Q64339). Sendo assim, em conjunto com 0s

agrupamentos e o numero de genes induzidos, indicaria que o A/J monta uma resposta
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dirigida e controlada. No entanto, mais estudos deverdo ser executados para entender
0 mecanismo.

No BI10.A (susceptivel) forma agrupados, exclusivamente, os genes
relacionado a “regulacdo negativa da funcdo molecular” e a “regulacdo da ativacao de
leucocitos™ (tabela 5.3). O efeito desses agrupamentos na montagem da defesa vai
depender de quais funcdes de atividade bioldgica estdo sendo inibidas ou induzidas.
Similar ao A/J, os agrupamentos induzidos, com exce¢do a “regulacdo negativa da
funcdo molecular”, indicaria que o B10.A monta uma resposta dirigida. No enquanto
o numero de genes induzidos em cada categoria poderia indicar que a resposta ¢
exacerbada. Igualmente, mais estudos deverdo ser realizados para compreender o
estado de suscetibilidade.

Em relag@o aos genes reprimidos, ¢ importante mencionar para a linhagem A/J
que o nosso pipeline s6 identificou um gene reprimido Gm15710, pseudogene similar
a proteina ribosomal L13. Enquanto a linhagem B10.A, os genes reprimidos nao

foram agrupados de forma significativa em relagdo a categorias GO (p>0,05)

A representacdo das vias metabdlicas do hospedeiro frente a infec¢do foram
obtidas do banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), e,
igual com a categorizacdo por GO, um mesmo gene pode pertencer a diferentes vias.
A andlise por essa metodologia evidenciou, em termos gerais, em ambas linhagens,
uma montagem para uma reposta imune: Cytokine-cytokine receptor interaction,
Chemokine signaling pathway, RIG-I-like receptor signaling pathway, Toll-like
receptor signaling pathway, NOD-like receptor signaling pathway, Cytosolic DNA-
sensing pathway e algumas de suas cascadas de sinalizagdo MAPK signaling
pathway e Jak-STAT signaling pathway (Tabela 5.4 e 5.5). Sendo, assim, de forma
geral, a diferenca entre a linhagem resisténcia e susceptivel a PCM o numero de genes
associado a cada via induzido, e talvez o grau a inducao e seu papel na via.

No entanto, ambas linhagens murinas apresentou, também, vias relacionadas
como diabetes mellitus tipo 1, rejeicdo ao aloenxerto e enxerto no hospedeiro versus
tecido doado, que pareceria, sem considerar cada gene da via, nada relacionado com
uma resposta contra P. brasiliensis (Tabela 5.4 e 5.5). Porem, quando analisamos os
genes agrupados nessas vias tem a ver com resposta pro-inflamatoria. Por exemplo,

TNF-a, IL10/B e IL6 estao induzidos nessas vias, além do seu efeito pro-inflamatorio,
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encontra-se associado radicais livres de oxigénio e nitrogénio e também faz parte da
via de doencas prionicas. Outros exemplos de genes pertencentes a essas vias que se
encontra induzidos em ambas linhagens sdo o gene para a molécula co-estimuladora
de células T CD-40, o gene para o complexo principal de histocompatibilidade I
(Major Histocompatibility Complex I - MHC 1), os genes das interleucinas IL.2, IL10
2 e IL12, e o gene do interferon alfa (INF-a). O que demostra o sobre-lapso das vias.
E igual as vias sabidamente relacionados com a resposta imune, a diferencia na
resisténcia/susceptibilidade parece esta associada ao numero de genes induzidos, o
grau de indug¢do e sua funcdo na via.

Por outro, observamos as vias enriquecidas de KEGG exclusivas a partir dos
genes induzidos em BMDCS de B10.A depois 6h de infeccdo com Pbl8, como
antigen processing and presentation ¢ Adipocytokine signaling pathway, importantes
no processo imunoldgico e no metabolismo energético, respetivamente (Tabela 5.5).
Como vias que pareceria ndo relacionada com PCM como a cancer e doencas
prionicas que como supracitado também contem genes relacionados a outras vias
(Tabela 5.5). Analises in silico sera feito, ap6s do ajustamento do pipeline, para dificil
de estabelecer como estas fungdes metabolicas se relacionam com a suscetibilidade a

infec¢do para o artigo em produgao.

Tabela 5.4. Vias de KEGG super-representadas para genes induzidos em BMDC da linhagem de
camundongo A/J infectado com Pb18 (p<0,05). Em itdlico as vias em comum com B10.A (Tabela
5.5). A coluna % representa a porcentagem na categoria do total dos genes induzidos. A ultima coluna
¢ o p-valor corrigido para multiplas hipodteses utilizando o método Benjamini-Hochberg.

Vias # Genes | % p-value Benjamini
Cytokine-cytokine receptor interaction 25 1,2 | 53x10" 4,8x10"
Jak-STAT signaling pathway 15 0,7 1,5x 107 34x10°
Chemokine signaling pathway 15 0,7 1,4x10° 2,5x 107
Cytosolic DNA-sensing pathway 12 0,6 | 93x10" 43x10"
RIG-I-like receptor signaling pathway 12 0,6 1,0x 10° 3,0x 10”7
MAPK signaling pathway 12 06 | 41x10” 3,3x 10
Toll-like receptor signaling pathway 11 0,5 4,4x10° 6,7x 107
NOD-like receptor signaling pathway 9 0,4 6,8x 10° 8,8x 107
Allograft rejection 7 0,3 3,6x 10" 4,0x 107
Graft-versus-host disease 7 0,3 3,6 x 107 40x 107
Type I diabetes mellitus 7 0,3 56x10" 56x10”
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Tabela 5.5. Vias de KEGG enriquecidas para genes induzidos em BMDC da linhagem de
camundongo B10.A infectado com Pb18 (p<0,05). Em itdlico as vias em comum com A/J (Tabela
5.4). A coluna % representa a porcentagem na categoria do total dos genes induzidos. A ultima coluna
¢ o p-valor corrigido para multiplas hipdteses utilizando o método Benjamini-Hochberg.

Vias # Genes | % p-value Benjamini
Cytokine-cytokine receptor interaction 43 05| 33x10" 51x10”
NOD-like receptor signaling pathway 18 02| 29x10° 2,2x10°
Jak-STAT signaling pathway 28 0,3 6,9x 10" 3,6x10°
Toll-like receptor signaling pathway 22 0,3 92x 10" 3,5x10°
MAPK signaling pathway 36 0,4 1,5x10° 4,8x 107
Chemokine signaling pathway 25 0,3 7,6x 107 2,0x 107
Type I diabetes mellitus 13 0,2 1,7x 10 3,7x 10~
Cytosolic DNA-sensing pathway 12 0,1 2,0x 10 3,9x 107
Apoptosis 15 02 | 32x10" 55x 107
Allograft rejection 12 0,1 3,3x 10" 50x 107
Graft-versus-host disease 12 0,1 3,3x10™ 5,0x 107
RIG-I-like receptor signaling pathway 13 0,2 3,6x 10" 50x 10~
Pathways in cancer 32 04 | 23x10” 2,9x 10
Prion diseases 8 0,1 | 29x10° | 34x10”
Adipocytokine signaling pathway 11 0,1 4,0x 107 43x10~
Antigen processing and presentation 13 0,2 4,8%x 107 4,8x 10"
Em contrapartida, somente trés vias enriquecidas de KEGG sdo

significativamente reprimidas (p<0,05) na BMDCs linhagem B10.A infectadas com
Pbl18: a do lisossoma, a da sinalizacdo de receptores ativados por proliferador de
peroxissoma (Peroxisome proliferator-activated receptors - PPAR) e a da degradacao
dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina (Tabela 5.6). A repressdo de elementos
da via do lisossoma associados com acidifica¢ao do lisossomal (ATPeV), a hidrolases
acidas lisosomal (proteases, glicosidases, sulfatases, lipases, fosfatases e
esfingomielinase) e algumas proteinas da membrana lisososmal menores. O que
poderia dificultar o processamento de antigeno e, por conseguinte, sua apresentagao,
apesar de genes relacionados apresentarem expressdo aumentada (Tabela 5.5).
Anteriormente foi demonstrado por Ferreira et al. (2007) que DCs de camundongos
sensiveis (B10.A) além de ter indice fagocitdrio maior em comparacdo com
camundongos resistentes, as leveduras fagocitados permaneciam viaveis. Isso pode
ser devido ao mal funcionamento do lisossomo devido a repressdo da transcri¢do de
seus genes e provalmente de suas proteinas. A via de sinalizacdo de PPAR estd ligada
a fatores de transcri¢do ativados por lipideos e participam na homeostase de lipideos e
na regulacdo da resposta inflamatdria (Lemberger et al. 1996, Daynes e Jones 2002).
Além do gene PPARy, previamente demostrado sua importdncia no controle

candidiases (Coste et al. 2003, Gal¢s et al. 2010, Lefevre et al. 2010) esta reprimido,
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outros genes relacionado ao metabolismo de lipidios (transporte e oxidagdo de acidos
grassos ¢ metabolismo de colesterol), diferenciacdo de adip6citos e gluconeogéneses
também encontra-se reprimido. Ja a inibi¢cdo generalizada dos genes relacionados com
a degradagdo de valina, leucina e isoleucina poderia permitir o aumento da matéria
prima para a produ¢do de proteinas de diferentes vias ou bloqueia a biossintese de
outras proteinas ao desviar recursos para esta via. O significado da repressdo dessas
vias na suscetibilidade da linhagem B10.A sera analisado, ap6s do ajustamento do

pipeline, para o artigo em produgao.

Tabela 5.6. Vias de KEGG enriquecidas para genes reprimidos em BMDC da linhagem de
camundongo B10.A infectado com Pb18 (p<0,05). A coluna % representa a porcentagem na
categoria do total dos genes induzidos. A ultima coluna é o p-valor corrigido para multiplas hipdteses
utilizando o método Benjamini-Hochberg.

Vias # Genes % p-value | Benjamini
Lysosome 17 0,2 35x10° | 56x10”
PPAR signaling pathway 12 0,1 44x10" | 3,5x10°
Valine, leucine and isoleucine 9 0,1 59x 10" | 3,1x10™
degradation

5.1.3 Validagdo dos dados de RNAseq

Com o objetivo de validar os resultados obtidos por sequenciamento em larga
escala foram escolhidos genes sabidamente relacionados a resposta imune inata
antifingica. Os genes escolhidos para este analises foram as citocinas TNF-a, IL1p,
IL6 e IL10, as quimiocinas CCL22 e CXCL10, o adaptador molecular MyD88, e o
fator de transcricdo NF-kB. Os niveis destes transcritos provenientes das células
dendriticas de camundongos das linhagem A/J (resistente) e B10.A (suscetivel), tanto
na condi¢do controle como infectado, foram avaliados por qRT-PCR e os padrdes
expressdo dos resultados foram comparados aqueles adquiridos pelo método de

RNAseq (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Comparac¢ao dos padrdes de expressio dos resultados obtidos pelas metodologias de
qRT-PCR e RNA-seq para os niveis de transcritos de genes relacionados a resposta imune de
BMDCs das linhagens de camundongos resistente (A/J) e susceptiveis (B10.A) apés infec¢do por
P. brasiliensis.

Os genes analisados codificam citocinas (IL1, IL6, IL10 e TNF-a), quimiocinas (CCL22 e CXCL10),
o fator de transcricdo NF-kB1 (p105) e a molécula adaptadora MyD88. O fold change foi calculado
pelo método 24 para os resultados de qRT-PCR e pelo programa edgeR para os resultados de RNA-
seq.

Todos os transcritos dos genes selecionados, com exce¢do da IL12b no modelo

A/], apresentaram padrdo de acimulo de transcrito similar, induzidos ou ndo

modulados, quando seus niveis foram quantificados pelas metodologias de RNAseq e

qRT-PCR (Figura 5.5). Esses dados validam os resultados obtidos pela metodologia
de RNAseq.

Uma maior aprofundamento dos resultados do RNA-seq estdo em andamento,

a fim de obter uma melhor compreensiao em nivel molecular do perfil comparativo da

resposta imunologica inicial a infeccdo P. brasiliensis, entre hospedeiros resistentes e

suscetiveis, em células dendriticas. Estes resultados serdo concluidos para publicacio

do artigo cientifico referente a esta parte do trabalho.
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Devido a importancia dos genes selecionados para a validacdo do RNAseq na
resposta imune inata, ¢ interessante observar as diferengcas no acumulo de seus
transcritos nas células dendriticas (BMDCs) de camundongos das linhagem A/J
(resistente) e B10.A (suscetivel) frente a infeccdo por P. brasiliensis (Figura 5.6).
Observou-se que as BMDCs, tanto das linhagens A/J como B10.A de camundongos,
apresentam um aumento significativo no acimulo dos transcritos das citocinas (IL1J,
IL6, IL10 e TNF-a) e quimiocinas (CCL-22 e CXCL-10) avaliadas quando da
interacdo com o fungo por 6h. O transcrito referente ao fator de transcricdo NF-kB1
também tem seus niveis aumentados apés a infeccdo; porém esse aumento ¢
significativo apenas em BMDCs derivadas da linhagem murina suscetivel a PCM
(B10.A). Este resultado ¢ similar ao obtido por Tavares et al. (2012) em um estudo
com BMDCs de camundongos da linhagem BALB/c, hospedeiro com resisténcia
intermediaria ao P. brasiliensis, em que os genes das citocinas IL-12 e TNF-q, assim
como das quimiocinas CCL22, CCL27 e CXCL10, e do fator de transcricido NF-xB
tiveram sua expressao significativamente aumentada.

No entanto, no presente estudo, os niveis de transcritos da molécula
adaptadora MyD88 nas BMDCs co-cultivadas por 6h com P. brasiliensis nao
mostraram nenhuma mudanga significativa em qualquer uma das linhagens murinas
analisadas. O papel de MyD88 na infec¢do por P. brasiliensis permanece incerto e
trabalhos na literatura sdo conflitantes quanto a sua importancia na resisténcia do
hospedeiro mamifero a8 PCM. Em um trabalho realizado por Gonzalez et al. (2008),
utilizando camundongos nocaute para o gene MyD88 infectados com o fungo P.
brasiliensis, constatou-se que a resposta do hospedeiro a levedura ¢ independente da
presenca desta molécula adaptadora (Gonzalez et al. 2008). Por outro lado, outro
trabalho, também wusando camundongos nocautes, demonstrou que MyDS88 ¢
indispensavel para uma resposta efetiva ao P. brasiliensis (Loures et al. 2011). Ambos
os trabalhos utilizaram a mesma linhagem de camundongo (MyD88-/- C57BL/6),
mesma via de infecgdo (intratraqueal) e mesma quantidade de indculo (10°). As
unicas diferencas experimentais foram o tempo de andlise e os géneros dos animais:
de 7 e 14 dias apds infeccdo em machos (Gonzélez et al. 2008) e 48h e 8 semanas
apos infeccdo em animais de ambos os géneros (Loures et al. 2011). Isso sugere que
mesmo em condi¢des experimentais muito similares, parametros tais como género do
animal e o tempo apds a exposicdo ao fungo podem ser importantes no

direcionamento da resposta montada pelo hospedeiro.
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Figura 5.6. Acimulo de transcritos de genes relacionados a resposta imune em BMDCs das
linhagens A/J e B10.A apds infec¢do por P. brasiliensis.

Apos 6h de interagdo com o isolado Pb18 de P. brasiliensis, o acimulo relativo dos transcritos de
citocinas (IL1p, IL6, IL10 ¢ TNF-a), quimiocinas (CCL22 e CXCL10), do fator de transcri¢do NF-xB
e da molécula adaptadora MyD88, foi determinado em relagdo ao gene enddgeno RPS9. Como
controle, avaliou-se os niveis dos transcritos em células BMDCs ndo infectadas. Os dados,
representativos de trés réplicas experimentais, foram expressos em médias = SD, onde valores de
P<0,05 foram considerados significativos. * P <0,05, ** P <0,01 ou *** P <0,001 versus o seu proprio
controle; + P <0,05, ++ P <0,01 ou +++ P <0,001 entre os grupos das diferente linhagem de

camundongos.

Por outro lado, um panorama do perfil da transcricdo das linhagens neste
estudo, para todos os transcritos analisados, revelou o acimulo notoriamente mais
elevado de transcritos nas BMDCs oriundas da linhagem B10.A (suscetivel) do que
na linhagem A/J (resistente). De fato, resultados do grupo da Dra. Vera Calich
sugerem que a linhagem suscetivel B10.A monta uma resposta imune precoce mais
exacerbada que a linhagem resistente A/J, o que resultaria em um desbalanco
imunolodgico, acarretando danos ao hospedeiro (Calich et al. 2008). Em relacdo a
expressdo génica de MyD8S, varios fatores podem explicar a ndo modulagdo nos
niveis do transcrito, tais quais o tempo no qual a analise foi realizada, podendo nao

coincidir com o pico de expressdo génica, ou mesmo a regulagdo ocorrer em nivel
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pos-transcricional. Contudo, os dados provenientes do RNA-seq ainda encontram-se
em fase de andlise e devem ser explorados mais profundamente visando determinar se
as diferencas no acumulo de transcritos entre as duas linhagens ¢ somente o nivel de
expressdao (acumulo de transcritos) da reprogramacdo do transcritoma frente a
infeccdo ou se linhagens resistentes e suscetiveis modulam a expressdo génica de
forma diferencial.

Os sobrenadantes da cultura de BMDCs de camundongos das linhagem A/J
(resistente) e B10.A (suscetivel), infectadas ou ndo pelo isolado Pbl8 de P.
brasiliensis por 6h, foram analisados para determinar diferengas na produgdo de
citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A e IL-23), e também da quimiocina
MCP-1 (Figura 5.7). Os niveis de oxido nitrico (NO) no sobrenadante também foram
analisados, empregando a reacdo de Griess (dados ndo mostrados). As analises tanto
das citocinas quanto da producdo de NO foram feitas com intuito de respaldar os
resultados obtidos por qRT-PCR estabelecendo o contexto imunolédgico das células
dendriticas de ambas linhagens apds 6h de infec¢do por P. brasiliensis.

Os resultados mostraram aumento dos niveis das citocinas TNF-a, IL6 ¢ IL10
secretadas por BMDCs de ambas as linhagens de camundongo quando da infeccao
por P. brasiliensis (Figura 5.6 e 5.7), corroborando os dados de expressdo génica.
Ainda, tanto o acimulo de transcritos, quanto a secrecdo destas citocinas ¢
estatisticamente maior nas BMDCs originarias da linhagem B10.A (suscetivel)
quando comparado aos resultados obtidos para a linhagem A/J (resistente). Esse
resultado corrobora os dados descritos na literatura, bem como a hipdtese de que a
linhagem suscetivel B10.A apresenta uma resposta imune inata inicial mais intensa
que a linhagem resistente A/J frente a infec¢do por leveduras de P. brasiliensis
(Calich et al. 2008, Almeida et al. 2001, Ferreira et al. 2007). Ja a produgdo reduzida
de citocinas na linhagem A/J pode ser explicada pelo relato de Cano et al. (1995), que
descrevem uma eficiéncia na resposta de camundongos A/J somente ap6s 8 semanas

de infeccdo por P. brasiliensis.
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Figura 5.7. Quantificacdo da producio das citocinas TNF-a (a), IL-6 (b), IL-10 (c), e da
quimiocina MCP-1 (d) por BMDCs de camundongos das linhagens resistente (A/J) e suscetivel
(B10.A) apos 6h de infeccao por P. brasiliensis.

Os dados, representativos de 3 replicatas experimentais, foram expressos em médias +
SD, onde valores de P<0,05 foram considerados significativos. * P <0,05, ** P <0,01
ou *** P <0,001 versus o seu proprio controle; + P <0,05, ++ P <0,01 ou +++ P
<0,001 entre os grupos das diferente linhagem de camundongos.

Por outro lado, a secre¢do de MCP-1 (CCL2, monocyte chemoattractant
protein-1) por BMDCs infectadas com P. brasiliensis foi significativamente maior em
relagdo ao controle ndo infectado em ambas linhagens, porém sem diferenga entre
estas (Figura 5.7D). Esta quimiocina medeia a saida de monocitos a partir da medula
Ossea e o recrutamento destes para os tecidos inflamados através da interacdo com o
receptor de quimiocina CCR2 (Sierra-Filardi et al. 2014). Sua expressdo ¢ regulada
por citoquinas pré-inflamatorias (Sierra-Filardi et al. 2014). Isto sugere que embora
ambas as linhagens de camundongos possuam a mesma capacidade de recrutar
monocitos, hd diferencas quanto ao nivel de ativagdo dos mesmos (com base na
producdo das citocinas analisadas). Em contrapartida, uma maior produgdo de MCP-1

foi observada em macrofagos alveolares da linhagem B10.A (Pina et al. 2008)

J& os niveis de secrecdo da citocina IL-23 ndo apresentaram diferenca

significativa nem entre BMDCs de B10.A versus A/J, nem entre os grupos controle e
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infectado de cada linhagem. Além disso, nenhuma quantidade significativa das
citocinas IL-12 e IL-17A e de NO foi detectado no tempo avaliado (dados nao
mostrados). Em relag@o a citocina IL-12, resultado similar, com 24h de infeccao, foi

obtido por Ferreira et al. (2007).

5.2 Parte II: Caracterizacio de GM-BMM e M-BMM das Linhagens de
Camundongos A/J E B10.A (Artigo)

Como supracitado, nosso grupo estd interessado em estudar a resposta imune
inata do hospedeiro mamifero a P. brasiliensis. Nessa sessdo, resumiremos 0s
principais resultados publicados no artigo "The Effects of Paracoccidioides
brasiliensis Infection on GM-CSF- and M-CSF-Induced Mouse Bone Marrow-
Derived Macrophage from Resistant and Susceptible Mice Strains”. Cujo o foco era a
compreensdo do papel da polarizagdo dos macréfagos nos fendtipos Ml
(classicamente ativado)/M2 (alternativamente ativado) na resisténcia/suscetibilidade
quanto ao modelo de PCM murino. Com este objetivo, apoés a comprovacido da
polariza¢do dos macréfagos derivados de medula dssea (BMMs) induzidas por GM-
CSF (GM-BMMs - similar a M1) ou por M-CSF (M-BMMs - similar 8 M2) de ambas
linhagens murinas A/J (resistente) e B10.A (suscetivel) tanto por analises
morfoldgicas como pelo perfil de expressdo de genes marcadores da diferenciagdo de
cada subtipo de macréfagos (ver artigo anexo), os GM- e M-BMMs foram infectaram
in vitro com o isolado virulento de P. brasiliensis, Pb18.

O padrao de expressdo génica desses GM- e M-BMMs infectados em relagdo ao
seu controle foi avaliado utilizando Antifungal Response RT? Profiler PCR Array
(Quiagen). Esta matriz caracteriza os niveis de acumulo de transcritos de 84 genes
criticos da resposta imune inata de fungos patogénicos, cuja expressdo diferencial
encontra-se visualizado como mapa de calor (heatmap) na figura 5.8 A e o sumario
modulacdo transcricional (induzido/reprimido) significativa em ambas linhagens de
camundongos no diagrama de Venn (Figura 5.8B). Como se pode observar (Figura

5.8), ambas as linhagens modularam os genes diferencialmente apos a exposi¢ao 6h a
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P. brasiliensis em ambos os tipos de macrofagos induzidos. Para mais informagdes,
no artigo anexo encontra-se tabelados em diferentes categorias funcionais
selecionados genes modulados com base em estudos de interacdo entre fagocitos e
fungos anteriores. Na figura 5.9 ilustra o0 modelo do conjunto de resultados obtidos

para GM- e M-BMMs derivados de A/J e B10.A.
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Figura 5.8. Perfis de Expressio genica baseados em Mouse Antifungal Response RTC Profiler ™
PCR Array.

(A) Um mapa de calor foi gerado com 84 genes associados com a resposta antifungica e cinco genes de
housekeeping, usando RT? Profiler Data Analysis Software versdo 3.5 com o painel PAMM 00147Z
(SABiosciences). Os valores do fold change foram determinados para cada gene apds sua normaliza¢do
com acumulo o gene constitutivo Gusb (A/J) e B2m (B10.A) com uso do método de limiar
comparativo. AIG 1, 2, 3 ¢ AIM 1, 2, 3: representa um GM-BMM e M-BMM da linhagem murina de
A/J, respectivamente, infectados com P. brasiliensis em relagdo as suas respectivas células de controle.
BIG 1, 2, 3 ¢ BIM 1, 2, 3: representa um GM-BMM ¢ M-BMM da linhagem murina de A/J,
respectivamente, infectados com P. brasiliensis em relagdo as suas respectivas células de controle. (B)
Diagrama de Venn com os resultados de genes diferencialmente expressos (P < 0,05; fold change >2)
entre o grupo de ndo-infectados e infectado com P. brasiliensis de GM- ou M-BMM das linhagens de
camundongos de A/J e B10.A.
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Figura 5.9. Representacio esquematica dos principais resultados da expressiao génica e a producéo de citocinas por GM- e M-BMMs das linhagens murinas A J e

B10.A em resposta a infec¢iio in vitro com Pb18.
As setas indicam os genes induzidos e reprimidos. Os circulos amarelos, vermelhos, verdes e azuis sdo representativos de TNF-a, IL-10, MCP-1 ¢ IL-6, respectivamente. Os
genes em negrito indicam actimulo de transcrito mais elevado na comparagdo entre GM- e M-BMM na mesma linhagem murina. Os genes sublinhados indicam que estes

possuem o mesmo padrio de expressdo entre GM- ou M-BMM das diferente linhagens de camundongos.
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Tal como anteriormente mencionado, os camundongos B10.A sdo conhecidos
por sua susceptibilidade para P. brasiliensis e esta predisposi¢do aparente baseia-se
numa resposta imunitdria inata inicialmente exacerbada mediada por macrofagos
classicamente ativados (fenotipo similar a M1 - iNOS e SOCS3 elevados) e controle
inicial de crescimento de fungos (Cano et al. 1995, Calich et al. 2008, Pina et al.
2008, Feriotti et al. 2013). Este controle inicial ¢ posteriormente perdido permitindo a
disseminagdo do fungo (Cano et al. 1995). Em nosso trabalho, GM-BMM de B10.A
tem grande aumento nas quimiocinas de quimiotaxia granuldcitos e citocinas
inflamatorias (Figura 5.8 e Tabela no artigo anexo), em comparagdo com seus M-
BMMs. Dessa forma, essas observagoes estdo de acordo com descrigdes relatadas
anteriormente em que os macrofagos de B10.A, que tendem a polarizar a M1, sdo
altamente inflamatodrios (Calich et al. 1985, Calich et al. 1998, Calich et al. 2008, Pina
et al. 2008, Feriotti et al. 2013). No entanto, os GM-BMM de B10.A apresentou uma
diminui¢do no acumulo dos transcritos associados com alguns dos TLRs, Dectina-1,
na via de transducdo de sinal complemento ¢ em alguns associados com PRRs de
fungos (Figura 5.8 e Tabela no artigo anexo). Isto significaria que estes macrofagos
tem uma ativacdo deficiente/inferior devido a um reconhecimento truncado e,
portanto, sem aprimoramento de uma resposta especifica. O que os tornaria,
provavelmente, menos eficazes no controle de P. brasiliensis. Ao contrario, os M-
BMMs de B10.A, além de terem quimiocinas de quimiotaxia granulocitos elevadas a
um determinado grau porem menos que GM-BMMs, também possuem estes
transcritos elevados fungicos (Figura 5.8 e Tabela no artigo anexo), e, assim, parece

que estaria propenso a responder e se ativado ao entrar em contato com os fungos.

Por outro lado, os camundongos A/J estdo associados com a resisténcia a PCM
(Calich et al. 1985, Calich et al. 1998, Calich et al. 2008). Essa predisposicao esta
marcada, tal como anteriormente referido, por resposta imune inata mediada por
macrofagos alternativamente ativados (fendtipo similar a M2 - Arginase-1, FiZZ1,
SOCS1 e YMI1 elevado) e tolerancia inicial ao crescimento fingico (Cano et al. 1995,
Calich et al. 2008, Pina et al. 2008, Feriotti et al. 2013). O que permitiria, em teoria,
com o tempo, desenvolver um padrdo de resisténcia mais robusto sem desligar a
resposta imune pulmonar e, assim, controlar a disseminacdo do fungo. M-BMMs de
A/J, em nosso estudo, apresentaram um aumento geral na resposta imune, tal como

M-BMMs de BI10.A, incluindo tanto os transcritos das quimiocinas associadas a
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quimiotaxia de granuldcitos como alguns transcritos associados com TLRs, Dectina-
1, a via de transdugdo sinal complemento e em alguns outros associados a PRRs
fungicas (Figura 5.8 e Tabela no artigo anexo). Isto significaria que estes macrofagos
podem ser mais facilmente ativados e assim responderem as mudancas no seu
ambiente. Portanto, tornando-os, provavelmente, mais eficazes no controle e
adaptagdo ao P. brasiliensis. No entanto, nos GM-BMMs de A/J, embora haja um
grande aumento nos transcritos de quimiocinas e citocinas inflamatorias, ndo ha
nenhuma grande alteracdo no acimulo de transcritos relacionados com qualquer via
de transducdo de sinal e em receptores de reconhecimento de padrdes fungicos
(Figura 5.8 e Tabela no artigo anexo). O que significa que estes macréfagos sao
altamente inflamatdrios, mas provavelmente tém uma resposta mais deficiente e
ativagdo ineficiente ao interagir com P. brasiliensis. Mesmo assim, eles podem
montar uma resposta mais adequada em comparacdo com GM-BMMs de B10.A, uma
vez que ndo ha uma diminuicao efetiva de qualquer via de transdugdo de sinal e PRRs
fungicas.

Neste contexto, os nossos dados demonstram que a susceptibilidade e

resisténcia estdo fortemente associadas a polarizagdo M1 e M2, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Analisamos macréfagos (GM-BMM e M-BMM) e células dendriticas de
camundongos resistentes (A/J) e susceptivel (B10.A) a PCM a fim de compreender as
bases moleculares da suscetibilidade do hospedeiro mamiferoa infeccdo por
Paracoccidioides brasiliensis. De forma geral, o transcritoma das BMDCs de A/J
revelou que, além de padrdo especifico, apresenta pouca modulagdo da resposta
imune mais organizada e direcionada. De fato, aparece ndo ter quase nem uma
modulacdo de seus genes em relag@o ao controle. O que contribui para a ideia de uma
resposta mais focada sem utilizagdo e produgdo de recursos ndo necessarios. Por outro
lado, os BMDCs de B10.A modulam os seus genes de forma generalizada e
desorganizada. Apesar da inducdo similar de vias de KEGG e termos GO, o numero
de genes incluidos em cada categoria sdo mais nimeros e as vezes com funcao
contraditoria (Tabela 5.3). Os genes das vias de KEGG reprimidas (p<0.05) no B10.A
uma interfere com o funcionamento do lisossomo, e portanto no processamento de
antigenos para apresentagdo, como também na via de sinalizagdo de PPAR, que a foi
comprovada sua importancia na resisténcia a candidiases. A ultima esta relaciona da
degradagcdo dos aminodcidos valina, leucina e isoleucina cuja sua funcdo na
susceptibilida/resisténcia ainda ndo ha sido comprovada. Cabe destacar varios genes
que foram induzidos/reprimidos ndo foram estatisticamente sobre-representadas em
num categoria, o implicaria uma modula¢do possivelmente aleatéria de genes. Um
aprofundamento desses dados esta em andamento para o artigo em produgao.

Os macrofagos de ambos os tipo de diferenciacdo, em geral mostraram o
mesmo padrdo. Os niveis de transcrigdo de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a estavam
aumentados em GM-BMMs (tipo M1) de ambas linhagens quando comparado com
M-BMMs (tipo M2). GM-BMM de B10.A apresentou uma diminui¢cdo em alguns
transcritos associados as vias de sinalizacdo de TLR, Dectina-1 e complemento e
também em alguns PRRs associados a fungos. Enquanto A/J GM-BMM nio
apresentaram nehuma grande alteragdo no numero de transcritos relacionadas com
qualquer via de transducdo de sinal e na PRRs fungicas. Os macr6fagos M-BMM da
linhagem murina B10.A tiveram os transcritos de quimiocinas relacionadas a
quimiotaxia granuldcitos elevada. Da mesma forma, M-BMM de A/J apresentou um

aumento geral de transcritos da resposta imunitdria, incluindo quimiocinas
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relacionadas a quimiotaxia granuldcitos, transcritos associados com algumas vias de
transdu¢do de sinal dos TLRs, Dectina-1, e complemento e em alguns PRRs
associados com reconhecimento fungico. Os nossos dados demonstram que tanto a
susceptibilidade como a resisténcia estdo fortemente associadas a polarizacio M1 e
M2, sendo a polarizagdo a M2 aparentemente mais eficiente em ambas linhagens na
identificacdo e portanto modulagdo da resposta (PRRs elevados, A/J, ou nao
modulado, B10.A). No entanto, sem importar a diferenciacdo do macréfago, o BMMs
do A/J parece ter melhor adaptabilidade que os de B10.A.

Cabe destacar que ambos estudos sdo um retrato funcional de um momento
especifico da interacdo que em conjunto com outros dados da literatura vem a
adicionar mais informacdes sobre a resposta a infeccdo inicial e seu efeito no
direcionamento da resposta imune posterior. Em efeito, a imunidade inata além de
orquestrar a resposta inicial e modelar a resposta adaptativa, ela ndo ¢ inativada ate a
resolucdo do problema que a ativou. Ela permanece acompanhado a imunidade
adaptativa recebendo sinais do ambiente modulando-a conforme o processo se
desenvolve. Por tanto, seria racional pensar que uma compressdo de seu
funcionamento ajudaria criar protocolos para imunomodular a resposta em qualquer
etapa da infecgdo, seja inicial ou posterior. Por isso a importancia de mais estudos

relacionados a resposta imune inata e suas modulagdes diferenciais.
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