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RESUMO

O dermatofito Trichophyton rubrum é o maior agente causador de infeccdes superficiais de pele,
cabelos e unhas e utiliza substratos queratinizados como seu principal nutriente. Entretanto, ha um
aumento de infeccbes profundas causadas por T.rubrum, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, diabéticos, e até mesmo em pessoas sem nenhuma imunodeficiéncia. Apesar
de sua importancia no cenério clinico, ainda € escasso o conhecimento dos mecanismos moleculares
que estdo envolvidos na interagdo fungo-hospedeiro e quais séo os genes humanos envolvidos na
resposta imune contra as dermatofitos. Os queratindcitos, antes considerados somente células de
barreira da epiderme contra microrganismos, sdo atualmente considerados os principais
responsaveis pelo desencadeamento inicial da resposta imune. A partir do perfil transcricional por
duplo RNAseq da interagdo entre queratindcitos humanos HaCat e T.rubrum foram identificados
369 genes humanos diferencialmente expressos. Dentre estes, 0s genes CSF2, SLC11A1, RNASE?7,
SERPINE1, FLG e KRT1 apresentaram inducdo significativa e, portanto, tornaram-se alvos
importantes para estudo da resposta imune inata de queratindcitos contra dermatofitoses. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar o perfil de expressdo destes genes durante o co-cultivo de
queratinocitos HaCat com T. rubrum. A expressao genica humana foi avaliada por gPCR utilizando
diferentes fases de elementos fungicos de T. rubrum (fase conidial e fase germinativa) no co-cultivo.
Os resultados mostraram que as fases de desenvolvimento dos elementos fungicos de T. rubrum
interferiram na expressdo dos genes avaliados. Dentre eles, o gene CSF2 que codifica a citocina
GM-CSF foi 0 mais induzido, principalmente em 48 h, quando o co-cultivo foi realizado com
T.rubrum na fase conidial. Verificou-se também que o uso de conidios inativados estimulou uma
resposta menor dos genes de resposta imune quando comparado ao uso do co-cultivo com conidios
vivos. A secrecdo das citocinas pro-inflamatorias IL-8, IL-6, IL-1p e TNF-a também foi
quantificada do sobrenadante de queratindcitos durante o co-cultivo com T.rubrum na fase conidial
e germinativa, cujos resultados demonstraram que o perfil de liberacdo destas citocinas também ¢
influenciado conforme a fase do conidio utilizada. A partir dos resultados obtidos, selecionamos o
gene CSF2, como foco de estudo dos demais experimentos. Avaliamos através de ensaio de co-
cultivo em placas contendo insertos transwell, que a expressao de CSF2 foi dependente da adeséo
entre fungo-hospedeiro. Para avaliar se a expressao deste gene também era modulada em bactérias,
a linhagem Hacat foi desafiada com diferentes concentracdes de lipopolissacarideo bacteriano
(LPS). Observamos que a modulacdo do gene CSF2 de queratindcitos foi menor quando desafiados
com LPS, em comparagdo com o co-cultivo com T. rubrum. Também foi realizada a quantificacdo
da liberacédo da citocina GM-CSF no sobrenadante do co-cultivo com T. rubrum em fase conidial e
no co-cultivo desafiado com LPS por 24, 48 e 54 h. Os resultados mostraram liberagéo desta citocina
somente no co-cultivo com T. rubrum. A fim de avaliar a fun¢do do gene CSF2 e da citocina GM-
CSF durante o co-cultivo, a expressdo do gene CSF2 foi reduzida utilizando uma tecnologia de
transmissédo de frequéncias extremamente baixas (co-cultivo ACSF?2). Os resultados mostraram que
0 uso destas freqQencias foi capaz de reduzir em até 10 x a expressdo de CSF2. Além disso, sob
acdo das frequéncias, as células de queratindcitos ndo se mantiveram vidveis durante o co-cultivo
em tempos superiores a 24 h. O sobrenadante coletado do co-cultivo ACSF2 também mostrou
reducdo da liberagdo da citocina GM-CSF. Como conclusdo, observamos que a fase de
desenvolvimento de conidios de T. rubrum influenciou diferentemente os niveis de expressao dos
genes de resposta imune de queratinécitos, assim como o perfil de citocinas liberadas por estas
células. Dentre os genes avaliados, o gene CSF2 apresentou maior modulacdo e demais ensaios
demonstraram que sua expressao é dependente da adesdao fungo-célula e viabilidade dos conidios
de T. rubrum. A reducéo de expressdo deste gene afetou a viabilidade de queratindcitos durante o
co-cultivo e reduziu a liberacdo da citocina GM-CSF. Estes resultados evidenciam a importancia
de estudos mais aprofundados para avaliar o potencial antifungico e terapéutico de GM-CSF em
dermatofitoses.

Palavras-chave: Dermatofitos. Citocinas. HaCat. Imunidade inata. CSF2. GM-CSF.



ABSTRACT

The dermatophyte Trichophyton rubrum is the major causative agent of superficial skin, hair and
nail infections and uses keratinized substrates as its main nutrient. However, there is an increase in
deep infections caused by T.rubrum, especially in immunocompromised patients, diabetics, and
even in people without any immunodeficiency. Despite its importance in the clinical scenario,
knowledge of the molecular mechanisms involved in the fungus-host interaction and which human
genes are involved in the immune response against dermatophytosis is still unknown. Keratinocytes,
previously considered only epidermal barrier cells against microorganisms, are currently considered
the main responsible for the initial triggering of the immune response. From the transcriptional
profile dual- RNAseq of the interaction between human keratinocytes HaCat and T.rubrum, 369
differentially expressed human genes were identified. Among these, the genes CSF2, SLC11A1,
RNASE7, SERPINE1, FLG and KRT1 showed significant induction and, therefore, became
important targets for the study of the innate immune response of keratinocytes against
dermatophytosis. The present work aimed to evaluate the molecular and cellular effects of these
genes during the co-culture of HaCat keratinocytes with T. rubrum. The expression profile of
selected genes was evaluated by gPCR using different phases of fungal elements of T. rubrum
(conidial phase and germinative phase) in co-culture. The results showed that the developmental
stages of the conidia interfered with the expression of the genes. Among them, the CSF2 gene that
encodes the cytokine GM-CSF was the most induced, especially in 48 h, when the co-culture was
performed with T.rubrum in the conidial phase. It was also verified that the use of inactivated
conidia stimulated a smaller response of the immune response genes when compared to the use co-
with live conidia. The secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-8, IL-6, IL-1p and TNF-a
was also quantified from the keratinocyte supernatant during co-culture with T. rubrum in the
conidial and germinative phases, whose results showed that the release of these cytokines is also
influenced according to the phase of the conidia used. From the results obtained, we selected the
CSF2 gene as the focus of study for the other experiments. We evaluated through a co-culture assay
in plates containing transwell inserts that the expression of CSF2 was dependent on the adhesion
between fungus-host. To assess whether the expression of this gene was also modulated in bacteria,
the Hacat strain was challenged with different concentrations of bacterial lipopolysaccharide (LPS).
We observed that CSF2 gene modulation of keratinocytes was lower when challenged with LPS
compared to co-culture with T. rubrum. The release of the GM-CSF cytokine was also performed
in the supernatant of the co-culture with T. rubrum in conidial phase and in the co-culture challenged
with LPS for 24, 48 and 54 h. The results showed release of this cytokine only in co-culture with T.
rubrum. To assess the function of the CSF2 gene and the GM-CSF cytokine during co-culture, the
CSF2 gene was silenced using an extremely low frequency technology (ACSF2 co-cultivation). The
results showed that the use of these frequencies was able to reduce the expression of CSF2 by up to
10x. Furthermore, under the action of frequencies, the keratinocyte cells did not remain viable
during the co-culture for times longer than 24 h. The supernatant collected from the ACSF2 co-
culture also showed reduced GM-CSF cytokine release. In conclusion, we observed that the
developmental phase of T. rubrum conidia differently influenced the expression levels of
keratinocyte immune response genes, as well as the profile of cytokines released by these cells.
Among the genes evaluated, the CSF2 gene showed greater modulation and other assays showed
that its expression is dependent on fungus-cell adhesion and viability of T. rubrum conidia. The
silencing of this gene affected the viability of keratinocytes during co-culture and reduced the
release of the cytokine GM-CSF. These results highlight the importance of further studies to assess
the antifungal and therapeutic potential of GM-CSF in dermatophytosis.

Keywords: Dermatophytes. Cytokines. HaCat. Innate immunity. CSF2. GM-CSF
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1. INTRODUCAO
1.1 Dermatofitoses e dermatofitos

Dermatofitoses séo infecgdes superficiais (Figura 1) causadas por um grupo de fungos
filamentosos denominados de dermatofitos que infectam tecidos ricos em queratina para utiliza-
la como fonte de nutricdo no processo infeccioso (ACHTERMAN; WHITE, 2012; PERES et
al., 2010; ZHAN; LIU, 2017; PETRUCELLI et al., 2020). Sao consideradas as infeccOes
fangicas mais comuns no mundo (ZHAN; LIU, 2017; ZHENG et al., 2019). Dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimam que as dermatofitoses afetam cerca de 25% da
populacdo mundial e 30 a 70% dos adultos sdo portadores assintomaticos destas doencas,
tornam-se um problema de salde publica (FAWAY; LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY,
2018; GNAT etal., 2019; PETRUCELLI et al., 2020).

Figura 1- Exemplo clinico de dermatofitoses

Fonte: (DEGREEF, 2008)

Paises tropicais apresentam maior incidéncia de casos de dermatofitoses devido as altas
temperaturas e umidade. Demais fatores também contribuem para o aparecimento destas
infeccbes como: idade do individuo, estacdo do ano, condi¢des socioeconémicas e culturais e
localizacdo geogréfica. No Brasil, dados epidemiolégicos mostram maior incidéncia de
dermatofitoses causadas pelo dermatéfito Trichophyton rubrum nas regides Sul e Sudeste,
seguida pelos dermatofitos Microsporum Canis e Trichophyton mentagrophytes. Ja na regido
Nordeste, observa-se maior prevaléncia dos agentes etioldgicos Trichophyton tonsurans, T.
rubrum e M. canis (SILVA-ROCHA; DE AZEVEDO; CHAVES, 2017; DE ALBUQUERQUE
MARANHAO et al., 2019). Ja paises subdesenvolvidos do continente africano, em particular a

Etiopia, apresentam elevado nimero de casos de dermatofitoses, ndo so pelo fator climatico,
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mas também devido ao baixo nivel socioecondmico, baixo nivel de higiene e cuidados de saude
e superlotacdo. Estes mesmos fatores encontrados na Etidpia também sio relatados na India (
NENOFF et al., 2019; ARAYA; TESFAYE; FENTE, 2020).

Apesar do carater superficial, as dermatofitoses afetam tanto pessoas sadias como
imunocomprometidas, sendo que neste Gltimo caso, as infeccbes podem se tornar profundas
(Figura 2) devido a imunossupressdo do paciente. Em pacientes imunodeprimidos, as
dermatofitoses podem envolver tecidos subcutaneos e até érgdos profundos, tornando-se uma
doenga com risco de morte na auséncia de tratamento adequado (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Figura 2- Exemplo clinico de dermatofitose profunda com formacéo de abcesso.

Fonte: (KIM et al., 2016)

Além deste grupo de risco, pessoas que apresentam distdrbios circulatorios e
metabolicos como diabetes mellitus, obesidade, psoriasis e hiperhidrose, estdo mais propensas
as dermatofitoses, em especial as que acometem os pés e unhas. Acrescenta-se que, 0 aumento
da prética de atividades esportivas e o0 envelhecimento também contribuem para 0 aumento
continuo da prevaléncia das dermatofitoses (FAWAY; LAMBERT DE ROUVROIT;
POUMAY, 2018). Desta forma, casos recentes de infeccbes profundas causadas por
dermatdfitos vém sendo relatadas de forma frequente na literatura cientifica, ndo somente em
pacientes imunocomprometidos, como também naqueles que ndo apresentam
imunodeficiéncia.(KERSHENOVICH et al., 2017; DAI; XIA; SHEN, 2019; SEO et al., 2019;
ZHANG et al., 2019).

As dermatofitoses sdo clinicamente denominadas de micoses ou tineas seguido do local
anatdmico que é acometido: tinea pedis e tinea manuum para as dermatofitoses de pé e méo

respectivamente, tinea cruris para as lesdes nas regides inguinal, pubiana, perineal e perianal,
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tinea corporis para as dermatofitoses em areas gerais do corpo, com excecao das areas ja citadas
anteriormente, tinea unguium (onicomicoses) quando a infeccdo acomete as unhas, tinea
barbae para as infecgdes na regido da barba e tinea capitis para dermatofitoses no couro
cabeludo (ACHTERMAN; WHITE, 2012; NENOFF et al., 2014; ZHAN; LIU, 2017). Apesar
de as tineas serem classificadas de acordo com o local da infeccdo, elas também podem ser
agrupadas em duas classes principais. A primeira classe corresponde a todas as infec¢des que
acometam a pele em geral e unhas, sendo nestes casos, os dermatdfitos T. rubrum e
Trichophyton interdigitale os agentes causais predominantes. Ja a segunda classe, corresponde
as infeccOes de cabelos e pélos, onde M. canis, T. tonsurans e Trichophyton violaceum séo os
dermatdfitos predominantes, podendo sofrer algumas variagcbes conforme as localizacbes
geogréficas e populacdo (ZHAN; LIU, 2017).

Os dermatofitos sdo classificados em trés géneros baseados na morfologia de seus
conidios, sendo eles: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (MARTINEZ-ROSSI;
PERES; ROSSI, 2017), entretanto, a taxonomia de classificacdo destes fungos sofre constantes
alteracbes conforme o avango de novas técnicas cientificas. Desta forma, a classificacdo mais
atual foi a realizada por Mercer & Stewart, 2019, que reclassificou os dermatéfitos em nove
géneros: Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia, Microsporum, Lophophyton

Arthroderma, Ctenomyces, Gurarromyces e Paraphyton.

Acrescenta-se também a classificacdo em antropofilicos, geofilicos ou zoofilicos com
base no hospedeiro de prevaléncia. Entretanto, dermatéfitos de espécies zoofilicas selecionam
animais como hospedeiros favoritos, mas podem frequentemente infectar outras espécies,
incluindo seres humanos. Ja espécies antropofilicas dependem principalmente da pele humana
para crescimento e disseminacdo no ambiente e, portanto, infectam predominantemente
humanos com raras ocorréncias de infeccdo em outras espécies (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018; MARTINEZ-ROSSI et al., 2018). J& dermatdéfitos que habitam
o solo classificados como geofilicos se alimentam de residuos queratinizados encontrados no
solo e raramente se tornam patogénicos (ZHAN; LIU, 2017; FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018).

As espécies de dermatofitos zoofilicos, por serem menos adaptadas ao hospedeiro
humano, geram respostas inflamatdrias mais graves do que as espécies antropofilicas. Infeccdes
em areas sem pelos e unhas, principalmente causadas pelas espécies antropofilicas T. rubrum e

T. interdigitale s&o mais frequentes em paises industrializados. As infec¢es no couro cabeludo,
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observadas em paises em desenvolvimento, séo normalmente causadas pelas espécies M. canis,
T. tonsurans e T. violaceum, muitas vezes devido a falha na desinfeccdo adequada das
ferramentas de corte de cabelo, favorecendo a disseminacdo dos dermatéfitos (FAWAY;
LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Os sinais clinicos das dermatofitoses sdo resultados da degradacdo dos tecidos
queratinizados causados por processos fungicos e pela resposta imune especifica do hospedeiro
infectado. Os sinais usuais incluem secura, descamacao, rachadura e eritema da pele e dos pés,
couro cabeludo ou outros locais do corpo (ZHAN; LIU, 2017; FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018). As lesdes dermatofiticas humanas de pele apresentam-se
usualmente arredondadas, eritematosas e provocam coceiras devido a resposta inflamatoria
desencadeada pelo fungo e seus metabdlitos. J& nas onicomicoses, as unhas tornam-se mais
espessas e separadas do leito ungueal podendo ocorrer manchas brancas e distrofia
(MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017). Essas lesdes permanecem superficiais,
confinadas a camada epidérmica. Histologicamente, elas apresentam componentes fungicos
(artroconidios e filamentos) restritos a camada cornificada de pacientes imunocompetentes.
Também podem ocorrer edema intracelular e acantose, um espessamento da epiderme
resultante do aumento da proliferacdo de queratindcitos (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Embora as dermatofitoses ndo sejam infeccBes consideradas graves, seus impactos na
qualidade de vida sdo significativos. Além do aspecto doloroso e incobmodo das lesdes, 0s
pacientes acometidos por estas infeccdes sofrem abalos psicol6gicos devido as caracteristicas
estéticas das lesdes e suas consequéncias sociais (FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018).

1.2 Trichophyton rubrum

O dermatofito T. rubrum € o principal agente etiolégico causador de infec¢des
superficiais de pele e unhas (BORAL et al., 2018; ZHAN; L1U, 2017). Esta espécie foi descrita
por Castelani em 1910 e foi nomeada como Epidermophyton rubrum. Em 1911 o nome foi
alterado para T. rubrum por Sabouraud (ZHAN; LI1U, 2017). Suas col6nias s&o caracterizadas
por apresentar coloracdo branca de aspecto cotonoso, aveludado e macio. Ja a denominacéo
rubrum refere-se a pigmentagdo encontrada no verso de suas colénias cuja coloragdo pode
variar do vermelho ao marrom (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010; NENOFF et al.,
2014), conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3- Caracteristicas macroscépicas do dermatofito T. rubrum.

Fonte: Arquivo pessoal

Dermatofitos antropofilicos como T. rubrum sofrem reproducdo assexuada por mitose.
Na divisdo da hifa sdo produzidos dois tipos de esporos atraves da formacdo de conidios ou
artoconidios. Os conidios sdo resultantes da brotacdo lateral ou terminal de uma hifa e podem
ser do tipo microconidios ou macroconidios. Os microconidios sdo individuos Unicos, enquanto
0s macroconidios correspondem a varios conidios unidos que resultam de sucessivos eventos
de brotamento. Em contraste, os artroconidios sao produzidos através da fragmentacdo de hifas
nos locais septados. Os conidios sdo produzidos exclusivamente in vitro em meio Sabouraud,
enguanto os artroconidios sdo produzidos por dermatoéfitos em situagdes in vivo, indicando que
0 ambiente € critico para o tipo de esporulacdo e crescimento (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018). Neste contexto, T rubrum apresenta como caracteristica
esporos do tipo microconidios e algumas vezes macroconidios com paredes lisas e de forma
alongada dispostos ao longo de suas hifas (Figura 4) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995;
LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010)
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Figura 4. Caracteristicas microscopicas do dermatofito T. rubrum.

Fonte: https://www.micropia.nl

O primeiro caso clinico de infeccdo causada por T. rubrum foi o de tinea pedis,
reportado em 1927 nos Estados Unidos. Através de analises de microssatélite de DNA, sugere-
se que T. rubrum tenha se originado na Africa, seguido do surgimento de um novo genétipo na
Asia com subsequente propagacdo deste gen6tipo pela Europa e Estados Unidos através do
crescimento populacional e imigracdo durante a Segunda Guerra Mundial. A partir disto, T.
rubrum tornou-se o0 maior agente etioldgico de tinea corporis, tinea pedis e tinea manuum, tinea
cruris, tinea unguium e dermatofitoses subcutaneas (Granuloma de Majochii- tinea
granulomatosa), representando cerca de 50-80% destas infec¢des. Curiosamente, T. rubrum
raramente infecta cabelos devido a sua incapacidade de invadir o interior do foliculo capilar
(ZHAN; LIU, 2017).

As infecgbes causadas por este fungo sdo muitas vezes intrataveis e recidivas,
principalmente quando ha a interrupcdo da terapia fungica. Além disso, T. rubrum apresenta
alta prevaléncia e potencial para causar infec¢es prolongadas ou profundas em pacientes
imunocomprometidos (ZHENG et al., 2019).

Através de avaliacbes morfologicas e sequenciamento da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do rRNA de T. rubrum, o Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)
selecionou a linhagem CBS 118892 de T. rubrum para o sequenciamento de seu genoma pelo
Broad Institute em 2010 (ACHTERMAN; WHITE, 2012) o que possibilitou o surgimento de
novos estudos moleculares para melhor compreensdo das dermatofitoses causadas por este
fungo. Além deste, 0 genoma de 24 cepas de dermatofitos foram disponibilizadas publicamente
pelo Broad Institute (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017).
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O dermatofito T. rubrum, apresenta pronunciada atividade de queratinases na
temperatura e pH normais da pele humana, favorecendo a adaptacdo deste fungo ao hospedeiro.
Além disso, as infec¢bes causadas por ele tendem a ser cronicas com potencial de propagacao

para outros sitios anatdmicos (ZHENG et al., 2019).

1.3 Mecanismos gerais da interacédo fungo-hospedeiro e caracteristicas patogénicas de T.
rubrum durante a infeccéo.

A resposta imune estimulada por dermatéfitos varia dependendo da espécie infectante.
O mecanismo de infeccdo dos dermatofitos compreende principalmente as moléculas de
superficie de adesdo, enzimas secretadas para degradar e metabolizar as moléculas do
hospedeiro para nutricdo e termotolerancia. As principais etapas envolvidas no estabelecimento
e perpetuacao da infeccdo por dermatofitos estdo detalhadas a seguir (SARDANA; GUPTA,;
MATHACHAN, 2021):

1. Adesdo: Os artroconidios aderem a epiderme do hospedeiro através de
proteinas especificas na superficie fingica (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018).

2. Germinacdo do artroconidio: Apbés a aderéncia, os artroconidios
detectam condicGes favoraveis no hospedeiro e iniciam a reativacdo da
atividade metabolica e a germinacéo do artroconidio formando o tubo
germinativo (FAWAY; LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY,
2018).

3. Invasdo: Os tubos germinativos desenvolvem-se em hifas e invadem a
camada cornificada epidérmica, enquanto digerem a queratina em
pequenos peptideos e aminoacidos. A partir desta etapa, as hifas
comecgam a produzir novos artroconidios que sdo liberados para infectar
outros individuos ou locais do corpo (FAWAY; LAMBERT DE
ROUVROIT; POUMAY, 2018).

4. Ativacdo da resposta imune do hospedeiro: com o abalo da
integridade da barreira epidérmica durante o processo infeccioso, 0s
queratindcitos passam a produzir citocinas e peptideos antimicrobianos
para o recrutamento de células do sistema imune (HUBE et al., 2015
FAWAY; LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY, 2018).
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As etapas do processo infeccioso das dermatofitoses descritas acima estdo ilustradas na figura
5.

Figura 5. Etapas do processo infeccioso das dermatofitoses
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Fonte: Adaptado de FAWAY; ROUVROIT; POUMAY (2018).
1.3.1 Contato inicial e adesdo do patégeno no hospedeiro

Para que a dermatofitose se estabeleca, € necessario que o fungo supere algumas
barreiras naturais do hospedeiro como: a natureza &cida da pele humana, a presenca de
moléculas inibidoras como &cidos graxos e peptideos antimicrobianos, a acdo de células
fagociticas e a descamacdo epitelial (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017). E através
do processo de descamacdo epitelial que as células de queratindcitos renovam-se no estrato
cdrneo e consequentemente eliminam o possivel fungo invasor. Este processo € denominado de
queratinizacdo (PERES et al., 2010). Desta forma, a aderéncia do dermatéfito ao tecido a ser

infectado ocorre rapidamente, em 1 hora, para evitar a eliminacéo do fungo.

A adesdo do fungo ao tecido hospedeiro é mediada pela interacdo de proteinas de adeséo
presentes no fungo, denominadas de adesinas, com o0s receptores pertencentes ao hospedeiro.
Entretanto, ainda é escasso o conhecimento sobre quais os fatores que influenciam na aderéncia

e quais sdo as principais adesinas em dermatofitos (BITENCOURT et al., 2016).

Na superficie dos microconidios de T. rubrum, séo expressas adesinas carboidratos-
especificas, que sdo requeridas para a adesdo fungica nas células epiteliais, além de proteases

gue também podem participar do processo de adesdo (BORAL et al., 2018). Além de promover
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a aderéncia do fungo ao hospedeiro, as adesinas também participam na formacéo de biofilmes,
desenvolvimento de corpos de frutificacdo e alteracbes morfoldgicas de coldnias (Bitencourt et
al., 2016).

A aderéncia do fungo ao tecido € seguida da germinacao dos antroconidios que ocorre
dentro de 3 e 4 horas de contato. Entre 24 horas e 3 dias as hifas fungicas invadem o tecido e
se espalham pela pele. (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; SARDANA; GUPTA;
MATHACHAN, 2021).

Os mecanismos de germinacdo conidial podem variar entre as diversas espécies de
fungos que produzem conidios, entretanto, alguns eventos ocorrem de forma similar neste
processo. Para que ocorra a germinacdo do conidio, a maioria dos fungos filamentosos
requerem nutrientes de baixo peso molecular como acgucares, aminoacidos e sais inorganicos.
Primeiramente, quando héa a presenca de nutrientes adequados, ar e agua, os conidios hidratam-
se e modificam algumas propriedades de sua superficie, aumentando a adesdo célula-célula e
célula-substrato. Apds este periodo, ocorre uma reorganizacao no nucleo celular e apds algumas
horas, que ird variar de espécie para espécie, se dara inicio o crescimento hifal (OSHEROV;
MAY, 2001).

Osherov e May (2001) avaliaram o processo de germinacdo conidial de Aspergillus
nidulans e identificaram que de 0-2h iniciou-se o processo de hidratacdo e adesdo do conidio.
Em 4h foi detectado o processo de mitose com inicio da formacao do tubo germinativo em 6h.

Ja em 14h foram detectados o crescimento micelial com formacéo de septos.

Resultados similares foram observados por nosso grupo de pesquisa ao realizar o
monitoramento do crescimento de conidios de T. rubrum em meio Sabouraud. Os resultados
mostraram que em 3h os conidios ainda estavam em sua forma nativa e a formagdo do tubo
germinativo iniciou-se por volta de 7h de cultivo. Em 14h também se observou o
desenvolvimento de hifas e em 24h a formacdo de micélio, conforme mostrado na figura 6

(dados nédo publicados).
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Figura 6- Monitoramento da germinacao de conidios de T. rubrum incubados em meio
Sabouraud a 28°C em diferentes tempos de cultivo.

Setas indicam o estagio de crescimento dos conidios, onde em 3h podemos verificar apenas a presenga
de conidios, em 7h o inicio da formacéo dos tubos germinativos, 14h as hifas ja formadas e com 24h a formagao

do micélio. Zoom optico 40x. Fonte: Dissertagdo de Mestrado Mariana Heizen (2015).

Desta forma, a pré-germinacdo de conidios de T. rubrum por 7h em meio Sabouraud
foi adotado em diversos trabalhos de expresséo génica publicados por nosso grupo de pesquisa
ao realizar o co-cultivo de T. rubrum com queratinocitos humanos HaCat (KOMOTO et al.,
2015; CANTELLI etal., 2017; PETRUCELLI et al., 2018, 2019). Este processo nao alterou a
adesdo dos conidios do fungo a célula hospedeira, ja que em 7h ndo foi detectada a formacao
de hifas. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos que avaliem diferencas entre perfis de

expressdo génica realizados com o co-cultivo utilizando conidios pré-germinados ou ndo.
1.3.3 Invasdo tecidual e secrecao de toxinas.

Apos a aderéncia ao tecido, os dermatofitos necessitam monitorar e se adaptar ao pH do
hospedeiro afim de obter nutrientes para sua sobrevivéncia. A obtencdo de nutrientes se da pela

secrecdo de enzimas proteoliticas que clivam macromoléculas e permitem que estas sejam
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assimiladas pelo fungo como fonte de energia. A secrecdo destas enzimas, principalmente as
enzimas queratinoliticas, € considerada um fator de viruléncia importante (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; MARTINEZ-ROSSI et al., 2021).

Os dermatofitos, como T. rubrum, séo considerados queratinofilicos e queratinoliticos
e, portanto, as queratinases estdo entre as enzimas mais estudadas neste grupo de fungos. Estas
enzimas sdo secretadas na forma de multiplas serinas e metalo-endoproteases, além de outras
proteases que sO sdo altamente expressas durante a interacdo entre o fungo e as células de
queratinocitos (BORAL et al., 2018).

Para que a queratina presente nos tecidos possa ser assimilada pelo fungo, é necessario
que haja o rompimento das pontes dissulfeto e a destrui¢do da integridade do tecido. Para isto,
€ necessario que ocorra a sulfitdlise, processo pelo qual T. rubrum secreta sulfito através de
bombas de efluxo de sulfito codificada pelo gene SSU1. A sulfitélise favorece a degradacao da
queratina em oligopeptideos e aminoacidos que séo assimilados pelo fungo durante o processo
infeccioso ( PERES et al., 2010; BORAL et al., 2018).

Além das queratinases, os fungos dermatofiticos regulam a expressao de outras enzimas
como isocitrato liase, malato sintase e citrato sintase para sobreviverem em tecidos
queratinizados (BORAL et al., 2018). Estas enzimas participam do ciclo do glioxilato e a
ativacdo de enzimas pertencentes a este ciclo permite a sobrevivéncia celular do fungo em
ambientes com baixa disponibilidade de glicose através da sintese deste nutriente a partir de
lipidios e outras fontes alternativas de carbono (FLECK; SCHOBEL; BROCK, 2011). A
ativacdo do ciclo do glioxilato € considerado um fator importante de patogenicidade e viruléncia
para fungos intracelulares de importancia clinica como Candida albicans (MAYER; WILSON;
HUBE, 2013), entretanto, o envolvimento do ciclo do glioxilato para T. rubrum ainda néo esta

bem estabelecido, considerando que este fungo causa infec¢des superficiais.

Trabalhos de analise de expressdo génica de T.rubrum co-cultivado com queratindcitos
HaCat mimetizando uma situacdo de infec¢do superficial, mostraram a inducdo de algumas
enzimas envolvidas no ciclo do glioxilato, como os realizados por Komoto et al., (2015),
Cantelli et al., (2017) e Petrucelli et al., (2018), sugerindo que a ativagdo das enzimas deste
ciclo possa ser um fator de viruléncia importante na patogenicidade de T. rubrum durante o

processo infeccioso.
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Durante o processo infeccioso, o contato inicial do fungo sob a pele humana ocorre em
um ambiente acido, com pH em torno de 4.7. Este pH associado com &cidos graxos especificos
da pele representam um mecanismo de defesa contra o ataque de microrganismos. Por outro
lado, o pH é&cido da pele também é Otimo para acdo de enzimas queratinoliticas, lipases,
fosfatases, contribuindo para a aderéncia e penetracdo do fungo ao tecido e favorecendo a
captacdo de nutrientes e sobrevivéncia contra 0s mecanismos de defesa do hospedeiro
(MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017).

A degradacgdo de proteinas da pele e 0 metabolismo de alguns aminoécidos durante a
penetracéo, resulta na liberacdo de amdnia que promove a transicdo do pH anteriormente &cido
para um pH alcalino, em torno de 7.5-8.9. Durante o processo de alcalinizacdo, os dermatofitos
adaptam-se rapidamente a esta mudanca de pH e passam a expressar proteinas com atividade
6tima em pH alcalino. Este processo adaptativo dos dermato6fitos chamado de sistema
regulatério de pH indica uma estratégia eficiente para o melhor estabelecimento,
desenvolvimento e manutencdo da infeccdo no hospedeiro (MARTINEZ-ROSSI; PERES;
ROSSI, 2017; GNAT et al., 2019; MARTINEZ-ROSSI et al., 2021).

Além da secrecdo de proteases e mecanismos regulatorios de pH, a liberacéo de toxinas
também esta envolvida no processo infeccioso de dermatofitos, contribuindo para o aumento

da patogénese fungica e ao dano tecidual (HUBE et al., 2015).

Alguns dermatofitos como T. rubrum produzem algumas toxinas lipofilicas,
xantomegninas, hemolisinas e varias toxinas similares a aflatoxina que contribuem para a sua
patogenicidade durante a infeccdo, pois apresentam caracteristicas imunossupressivas (HUBE
et al., 2015; BORAL et al., 2018). Além disso, os dermatdfitos também produzem proteinas
associadas ao dominio LysM, que séo importantes para as infeccGes latentes, ja que mascaram
a quitina presente na parede celular fungica, evitando o reconhecimento do patégeno pelo
sistema imune humano (MARTINEZ et al., 2012; BORAL et al., 2018).

Outro aspecto importante durante a interacdo dermatofitos-hospedeiro é a formacéo de
biofilmes, caracterizado por uma biomassa espessa incorporada em uma matriz extracelular
contendo elementos fungicos dormentes (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017).

T. rubrum € capaz de produzir biofilmes para impedir a penetracdo de agentes
antifingicos (BORAL et al., 2018) e a formacdo destes ocorre principalmente em infeccdes de

unhas, ocasionando os dermatofitomas, uma espécie de onicomicose resistente a terapias
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antifingicas padrdo, onde pode estar presente mais de uma espécie de microrganismo e
elementos fungicos vivos sdo fortemente aderidos a placa ungueal (MARTINEZ-ROSSI;
PERES; ROSSI, 2017). Desta forma, a capacidade dos dermatofitos em formar biofilmes pode
ser considerada um importante fator de viruléncia auxiliando na protecdo do fungo contra o
estresse ambiental e promovendo uma comunicagdo microbiana (MARTINEZ-ROSSI; PERES;
ROSSI, 2017). Em adi¢do aos biofilmes, T. rubrum também utiliza bombas de efluxo para a
extrusdo de drogas, dificultando a resposta ao tratamento para pacientes acometidos com
dermatofitoses (BORAL et al., 2018).

1.4 Queratindcitos humanos e a resposta imune nas dermatofitoses

A pele humana € constituida de duas camadas bésicas: a epiderme e a derme
(LOSQUADRO, 2017), além de ser um érgdo importante para o sistema imune principalmente
pela producdo de fatores sollveis como citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobianos
produzidos por infiltracdo de leucécitos, mas tambem por queratindcitos e fibroblastos
(HESSE-MACABATA et al., 2019).

A epiderme humana (Figura 7) consiste na camada mais superficial da pele e é formada
por tecido epitelial estratificado queratinizado, atuando como uma barreira de defesa para o
hospedeiro (KOLLISCH et al., 2005). Ela é responsavel pela cor, textura e umidade da pele e
sua espessura é relativamente constante em toda a regido da cabeca e pesco¢o (LOSQUADRO,
2017). Ela é dividida em trés populagdes principais de células residentes: os queratindcitos, de
origem epitelial, as células de Langerhans derivadas da medula 6ssea e 0s melandcitos
neuroectodérmicos (KOLLISCH et al., 2005). Além disso, a epiderme pode ser dividida em 4
camadas ou estratos, representando a maturacao de células de queratindcitos da camada mais
profunda a camada mais superficial. Este processo de maturacdo, também denominado de
queratinizacdo, permite o desenvolvimento de queratina. Sendo assim, a camada mais profunda
da epiderme é denominada de estrato basal, seguida do estrato espinhoso, estrato granuloso até
a camada mais externa denominada estrato crneo (LOSQUADRO, 2017).
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Figura 7- Microscopia da epiderme humana

inécitos humanos

Fonte: LOSQUADRO, 2017

Dentre as células presentes na epiderme, 0s queratinocitos sao as células majoritarias,
correspondendo cerca de 90% de todas as células epidermais .Com isso, 0s queratindcitos sdo
as primeiras células a entrarem em contato com o fungo durante o processo infeccioso das
dermatofitoses e, consequentemente, participam diretamente na defesa contra as dermatofitoses
e ativam demais células do sistema imune através da liberacdo de citocinas (BRASCH, 2010;
SARDANA; GUPTA; MATHACHAN, 2021).

A formacdo das células de queratindcitos ocorre no estrato basal. Esta camada é
composta por células tronco chamadas células basais, que se dividem para formar células de
queratindcitos que comecam a migrar para a proxima camada: o estrato espinhoso. Nesta
camada, os queratindcitos formam ligacGes intercelulares por meio de canais de proteinas
chamados desmossomos e migram para a préxima camada: o estrato granuloso. No estrato
granuloso, a queratina presente nos queratinocitos comega a se agregar com estruturas proteicas
denominadas filagrinas. Nesta camada, os queratindcitos também perdem suas organelas e
tornam-se mais compactos. Apos a compactacdo dos queratindcitos, estes passam a compor a
ultima camada epidérmica denominada de estrato corneo, concluindo-se assim o processo de
queratinizacdo (LOSQUADRO, 2017).

1.4.1. Sistema imune inato nas dermatofitoses

O entendimento do sistema imune inato contra fungos obteve grande progresso com a

descoberta de receptores do tipo Toll e receptores de glucanas como a dectina-1 e dectina-2.
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O reconhecimento de um organismo invasor é o primeiro passo da resposta imune contra
patégenos (BLUTFIELD et al., 2015). Na superficie das células de queratindcitos sdo expressos
receptores especificos para o reconhecimento de patdgenos, chamados de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs). Estes receptores reconhecem padrdes especificos presentes em
patdgenos, que sdo denominados de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), que
incluem as mananas localizadas na parede celular fingica e componentes da parede celular de
bactérias (BRASCH, 2010; BLUTFIELD et al., 2015; SARDANA; GUPTA; MATHACHAN,
2021). A interacdo entre PRRs e PAMPs resulta na liberacdo de citocinas que ativam o sistema
imune (BLUTFIELD et al., 2015).

Dentre a familia de receptores PRRs estdo os receptores do tipo Toll (TLRs) que séo
considerados como receptores de sinalizacdo cruciais para a ativacdo do sistema imune inato
(ALMEIDA et al., 2008). Os TLRs compreendem uma familia de 10 receptores ao total que

reconhecem diversos padrées distintos em humanos.

Sabe-se que 0s queratindcitos expressam receptores TLRs da familia 1-6 e TLR9
(OLIVEIRA et al., 2015). Dentre estes, destacam-se os receptores TLR2 e TLR4, pois séo
responsaveis por reconhecerem componentes bacterianos e fangicos além de mediar a producéo
de citocinas. O receptor TLR2 é caracteristico por reconhecer componentes de bactérias Gram-
positivas, lipoproteinas bacterianas e zimosano, enquanto o receptor TLR4 € responsavel pelo
reconhecimento de lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e mananas (OLIVEIRA et al.,2015).
Trabalhos realizados por Huang et al., (2015) mostraram que os receptores TLR2 e TLR4 foram
induzidos por células de queratindcitos humanos HaCat em resposta a T. rubrum. Resultados
similares foram obtidos por Brasch et al., (2014), ao detectar em um ensaio por
imunohistoquimica a inducdo destes mesmos receptores comparando tecidos de biopsias de

pacientes infectados predominantemente por T. rubrum contra pacientes saudaveis.

Além dos receptores TLRs, a categoria de receptores PRRs englobam também os
receptores de lectina do tipo C (CLRs). Esses receptores sdo considerados importantes
iniciadores da inflamacdo impulsionando a producdo de citocinas, recrutando e ativando
fagocitos (YOSHIKAWA; FERREIRA; DE ALMEIDA, 2015). No entanto, diferentemente
dos receptores TLRs que reconhecem varios PAMPs como lipopolissacarideos, proteoglicanos,
DNAs e RNAs, as lectinas do tipo C reconhecem principalmente estruturas de carboidratos em
patogenos (SANO; IWAKURA, 2011). Dentre os receptores pertencentes a esta familia,

destacam-se 0s receptores dectina-1 e a dectina-2 para o reconhecimento de patégenos fungicos.
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O receptor de B- glucanas dectina-1 corresponde a um receptor transmembranar
contendo um dominio de reconhecimento de carboidrato tipo lectina que reconhece - 1,3 e -
1,6 glucanas da parecede celular flngica e leveduras. Este receptor modula a resposta celular
contra leveduras ou conidios através da producéo de citocinas pro-inflamatorias. Ja o receptor
de carboidratos dectina-2 se liga preferencialmente as hifas de varias espécies fungicas,
incluindo T. rubrum (ALMEIDA, 2008).

Taylor et al., (2007) e Saijo et al., (2007) demonstraram que 0s receptores dectina-1 e
dectina-2 sao especificos para [-glucanos e a-mananos derivados de C.albicans,
respectivamente, e induzem citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) para a protecéo do

hospedeiro contra infeccdes fungicas.

Durante a interacdo entre queratinocitos-dermatofitos, ocorre o aumento da proliferacao
celular dos queratindcitos e mudancas em seus padrées de queratina, que resultam em alteraces
na composicdo da barreira epidérmica. Esta barreira também se torna reduzida, gerando um
forte aumento na perda transepidérmica de agua (BRASCH, 2010). Quando ocorrem estas
lesGes, 0s queratindcitos expressam alguns peptideos antimicrobianos como as beta-defensinas
humanas 2 e 3 (hBD-2, hBD-3), RNase7 e psoriasina, conhecidos por suas atividades
antibacterianas. Entretanto, estudos recentes mostram que alguns desses peptideos
antimicrobianos podem fazer parte da defesa natural contra infec¢bes por fungos (BRASCH et
al., 2014; BLUTFIELD et al., 2015).

1.4.2 Perfil de citocinas liberados por queratindcitos em resposta a T. rubrum

As citocinas sdo importantes para a regulacdo do sistema imune. O primeiro passo da
sinalizacdo de células na resposta imune € através do contato direto célula- célula por meio de
proteinas transmembranas, iniciando a cascata de sinalizacdo intracelular. De forma
complementar, as citocinas também atuam na sinalizacdo da resposta imune controlando o nivel
e ativacdo de células T e modulam o impacto de células efetoras nas células-alvo.
Frequentemente, as citocinas sdo formadas em cascata, estimulando suas células- alvo a
produzirem mais citocinas (SILK; MARGOLIN, 2019).

Sendo assim, esses polipeptideos influenciam na atividade, diferenciacéo e proliferagdo
da célula imunoldgica, assim como regulam a producdo e a atividade de outras citocinas,
podendo ter carater anti-inflamatério ou pré-inflamatorio. (SILK; MARGOLIN, 2019).
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As células de queratindcitos da epiderme correspondem a uma das principais
contribuintes para a producéo de citocinas epidérmicas. Muitas das citocinas identificadas séo
produzidas pelos queratindcitos de forma constitutiva ou por indugdo de algum estimulo. Estas
citocinas incluem IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, e IL-20, TNF-a e
interferons (IFN) a, B e y (GRONE, 2002).

A secrecdo de citocinas € fundamental para a resposta imune adequada a diferentes
patégenos (NIEBUHR; BAUMERT; WERFEL, 2010). Sabe-se que 0s queratindcitos sdo
estimulados pelos dermatdéfitos para liberar multiplas citocinas inflamatorias, sendo que dentre
elas destacam-se IFN-y, TNF-a, IL- 1B, IL- 8, IL- 6 e IL-16, importantes para a resposta
inflamatdria tecidual. Entretanto, o perfil de citocinas que serdo secretadas pelos queratindcitos
dependeré da espécie de dermatofitos infectante (BRASCH, 2009, 2010; SARDANA; GUPTA,;
MATHACHAN, 2021).

A diferenca no perfil de expressdo de citocinas de acordo com a espécie de dermatofitos
infectante foi evidenciada por Shiraki et al. (2006). Neste trabalho, células de queratinécitos
foram infectadas com espécies distintas de dermatofitos: o antropofilico Trichophyton
tonsurans e o zoofilico Arthroderma benhamiae. Ao comparar a expressdo de genes que
codificavam variadas citocinas, foi observado que houve maior inducdo de genes que
codificavam ampla variedade de citocinas quando os queratindcitos foram infectados com A.
benhamiae (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IFN-y, G-CSF e GM-
CSF), do que quando infectados por T. tonsurans (IL-8, IL-16 e eotaxina-2). Adicionalmente,
Hau et al., (2015) também descreveram que dermatofitos antropofilicos como T. rubrum, T.
tonsurans e Trichophyton schoenleinii induzem a producéo de IL-8, IL-6, IL-1p e eotaxina-2

em células de queratindcitos.

Dentre as citocinas secretadas por queratinécitos que foram citadas, a citocina GM-CSF
vem se destacando no cenario imunoldgico de doencas fungicas (NICOLATOU-GALITIS et
al., 2001; SHIRAKI et al., 2006; LI; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2009a; GAVINO et al.,
2014; DRUMMOND et al., 2018). Esta citocina e produzida por diversos tipos celulares apos
a estimulacdo por outras citocinas ou por padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS)
(BECHER; TUGUES; GRETER, 2016). Seu uso é discutido principalmente como adjuvante
imunologico devido a sua capacidade de aumentar a maturacao e funcao de celulas dendriticas

e a atividade de macrofagos, sendo que ja é utilizada para o tratamento de neutropenia em
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pacientes com AIDS e pos-transplantados de medula éssea (SHI et al., 2006). Entretanto, seu

papel na imunologia das dermatofitoses ainda é desconhecido.

Vale ressaltar que ainda s&o poucos os estudos que descreveram o perfil de citocinas
secretadas por células de queratindcitos durante uma infeccdo por dermatéfitos, em especial,
por T. rubrum (SHIRAKI et al., 2006; TANI et al., 2007; OGAWA, 2010; HESSE-
MACABATA et al., 2019).

1.5 Modelos de estudo da interacéo fungo-hospedeiro nas dermatofitoses

Apesar de as dermatofitoses serem as infeccdes mais comuns em escala global (ZHENG
et al.,, 2019), ainda h& pouco conhecimento, principalmente em nivel molecular, da
patogenicidade de dermatofitos e consequentemente, dos mecanismos de resposta imune do
hospedeiro nesta patologia, em contraste com o que ocorre com outros fungos de interesse
clinico, como C. albicans, Aspergillus fumigatus ou Cryptococcus neoformans (GRUMBT;
MONOD; STAIB, 2011). Um dos fatores que poderiam explicar o reduzido nimero de estudos
envolvendo os mecanismos moleculares na interacdo dermatéfito-hospedeiro séo as

dificuldades técnicas dos modelos que mimetizam esta interacéo.

O modelo animal mais utilizado para o estudo das dermatofitoses é o porquinho da india,
entretanto, ele é adequado para ensaios realizados somente com espécies de dermatofitos
zoofilicos (ACHTERMAN; WHITE, 2012). No caso do dermatéfito T. rubrum, que ndo infecta
naturalmente espécies ndo humanas, a utilizacdo de modelos animais ndo é totalmente adequada
para estudos com este fungo (FAWAY; LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Para sanar este problema, vérios modelos vém sendo desenvolvidos para melhor
compreensdo das dermatofitoses (FACHIN et al., 2021). Tecidos epiteliais humanos
disponiveis comercialmente podem representar uma alternativa para estudos dos estagios
iniciais da infecgdo como adeséo e invasdo (ACHTERMAN e WHITE, 2012). Nosso grupo de
pesquisa vém utilizando novas ferramentas de estudos para analises transcricionais da interacdo
dermatofito -hospedeiro como métodos de crescimento do fungo em meios de cultura contendo
substratos proteicos que mimetizam a infecgdo e o co-cultivo de T. rubrum com a linhagem
celular de queratindcitos e macréfagos humanos, que vém sendo empregadas e sdo consideradas
Otimas ferramentas para a analise de expressdo génica, possibilitando uma melhor compreenséo

de como a interagdo fungo-hospedeiro ocorre molecularmente (KOMOTO et al., 2015;
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CANTELLI et al., 2017; PETRUCELLI et al., 2018; BITENCOURT et al., 2019; FACHIN et
al., 2021).

Petrucelli et al., (2018) foram pioneiros em avaliar o perfil transcricional do dermatofito
T. rubrum e de queratindcitos humanos HaCat em uma situacdo de co-cultivo utilizando a
técnica de RNA-seq. Os autores destacaram a importancia da modulacdo de genes fungicos
envolvidos na flexibilidade metabolica e assimilacdo de nutrientes pelo fungo durante o
processo infeccioso, como genes envolvidos no ciclo do glioxilato, transportador de &cido
carboxilico e 0 gene ERG6. Além disso, destacaram a inducao de genes que codificam proteases
queratinoliticas como a leucina- aminopeptidase 2 (LAP2) e a dipeptidil- peptidase V (DPPV).
Jaem relacdo aos genes de queratindcitos modulados, os autores destacaram a indugéo de genes
pertencentes a categoria funcional de resposta imune (SERPINEL, SLC11A1, RNASE7 e CSF2)
e genes envolvidos no reparo da barreira epitelial (FLG e KRT1).

1.6 Genes triados por RNA-seq envolvidos na resposta imune de queratinécitos e no
reparo da barreira epitelial

A identificacdo dos genes humanos no artigo de Petrucelli et al (2018) foi base para o
desenvolvimento do presente novo trabalho a fim de aprofundar os conhecimentos da
participagdo destes genes na resposta imune de queratindcitos frente as dermatofitoses causadas

por T. rubrum.
Resumidamente, os genes selecionados apresentam as seguintes fungdes principais:

- CSF2: codifica a citocina GM-CSF e foi considerada o principal alvo de estudo deste
trabalho. Suas fungdes estdo descritas em maiores detalhes a seguir.

- SLC11A1: codifica a proteina integral de membrana (Natural resistance-associated
macrophage protein 1). Atua no transporte de ions divalentes, ativacdo de macrofagos e auxiliar
na producédo de oxido nitrico juntamente com outras respostas pro-inflamatorias (STOBER et
al., 2007; WESSLING-RESNICK, 2015).

- RNASE?7: codifica a ribonuclease 7 conhecida por apresentar pronunciada atividade
antimicrobiana in vitro contra C. albicans, Pichia pastoris, T. rubrum e bactérias Gram
positivas e Gram negativas (HARDER; SCHRODER, 2002; MEHRA et al., 2012;
BECKNELL; SPENCER, 2016; RADEMACHER; SIMANSKI; HARDER, 2016;
NIYONSABA et al., 2017).
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- SERPINEL (Serpin Family A Member 1): Através de abordagens computacionais
este gene foi classificado como pertencente a um grupo de imunomoduladores que podem ser
induzidos para conferir maior tolerancia ao hospedeiro em infecgdes causadas por A. fumigatus
e C. albicans (KIDANE; LAWRENCE; MURALLI, 2013).

- Genes envolvidos na manutencao da barreira epidérmica KRT1 e FLG: O gene FLG é
responsavel por codificar a filagrina, uma proteina importante para a composicdo da barreira
epidérmica. Durante a formacdo da barreira epitelial, a filagrina agrega a queratina 1 (codificada
pelo gene KRT1), queratina 10 e outros filamentos intermediarios dentro do citoesqueleto dos
queratindcitos permitindo que estes adquiram a conformacdo achatada e compactada formando a
barreira da epiderme (BROWN; IRVINE, 2008; MCGRATH, 2008). Além de participar da
constituicdo da barreira epitelial, a queratina 1 também ¢é responsavel pela manutencdo de sua
integridade (BROWN; IRVINE, 2008; ROTH et al., 2012; DONG et al., 2017).

De todos 0s genes citados, com exce¢do do gene RNASE7, até 0 momento ndo existem
relatos na literatura que descrevam a funcdo ou a participacdo direta destes genes de resposta imune

nas dermatofitoses ou com o dermatofito T. rubrum.
1.7 A citocina GM-CSF (Gene CSF2)

A citocina GM-CSF, conhecida como fator estimulador de col6nia de granulécitos e
macrofagos, codificada pelo gene CSF2, foi inicialmente identificada como indutora in vitro da
proliferacdo e diferenciacdo de progenitores da medula dssea em granuldcitos e macrofagos.
Dados pré-clinicos indicam que GM-CSF tem uma ampla gama de funcGes em diferentes
tecidos. Estudos de delecdo desta citocina a sugerem como importante alvo terapéutico em
varios disturbios inflamatérios e autoimunes, por exemplo, artrite reumatoide (LEE;
ACHUTHAN; HAMILTON, 2020).

GM-CSF se liga ao seu receptor multimérico GM-CSFR que apresenta uma subunidade
a de ligagdo ao ligante de baixa afinidade (GM-CSFRa) e uma subunidade B de transdugdo de
sinal (GM-CSFRp), sendo esta tltima compartilhada com a interleucina-3 (IL-3) e receptores
de interleucina-5 (IL-5). A ativagcdo de GM-CSFR desencadeia a fosforilagcdo da subunidade
GM-CSFRp, que leva a ligagao do transdutor de sinal e do ativador de transcrigdo 5 (STATS),
iniciando assim a sinalizacdo Janus Kinase (JAK) 2 e a ativacdo das vias MEK/ ERK,
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e NFxB (LEE; ACHUTHAN; HAMILTON, 2020;
PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021).
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Esta citocina desempenha um papel fundamental na inflamagdo sendo seus niveis
circulantes basais em condigdes homeostaticas baixos, porém aumentam significativamente
durante a inflamacé&o ou quando hé a estimulacéo por outras citocinas ou PAMPs de patdgenos
(BECHER; TUGUES; GRETER, 2016; PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021).

Sabe-se que GM-CSF ¢ liberada por varios tipos celulares, incluindo células epiteliais
(BECHER; TUGUES; GRETER, 2016). E produzida também por varias células do sistema
imunolégico, incluindo mondcitos, macrofagos e células T e B ativadas em resposta a infec¢éo.
Durante esses eventos, citocinas pro-inflamatérias como interleucina-6 (1L-6), TNF-a e IL-23
induzem a producéo de GM-CSF por células T CD4+ e CD8+ ativadas. Esta ativagdo € benéfica
para 0 hospedeiro no combate a infecgdes, mas pode ser prejudicial em condi¢des inflamatorias
cronicas (PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021).

A citocina GM-CSF também tem um papel importante na expansdo de células
supressoras derivadas do mieloide (medula) (MDSCs) para a resolucdo da inflamacdo na
cicatrizacdo de feridas e reparo tecidual. Investigacdes cientificas recentes apontam o uso
clinico de GM-CSF na terapia do cancer. O virus oncolitico Talimogene laherparepvec, que
codifica GM-CSF, ja foi aprovado para o tratamento local de melanoma avancado. Além disso,
GM-CSF recombinante ja foi aprovada para outros estudos clinicos incluindo o tratamento de
neutropenia em pacientes recéem transplantados de medula dssea, em tratamento de
quimioterapias e portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (SHI et al., 2006;
BHATTACHARYA et al., 2015; PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021). Demais estudos
também relatam que GM-CSF também pode apresentar efeitos neuroprotetores apos lesdes de
nervo (LEE; ACHUTHAN; HAMILTON, 2020).

Recentes estudos também apontam para o uso de GM-CSF como adjuvante em
preparacdes de vacina para 0 aumento da imunogenicidade e obtencdo de resposta imune mais
eficiente. Esta citocina foi testada em varios ensaios em animais e humanos como adjuvante de
vacina para a imunoterapia antitumoral em céncer de prostata, pele, mama e pulmdo com
resultados variaveis. O uso de GM-CSF como adjuvante para essas vacinas tem o objetivo
promover o aumento da resposta imune antitumoral através do aumento da apresentacdo de
antigenos especificos do tumor, e com isso induzir melhor ativagdo de células T (P et al., 2004;
LHetal., 2017; JL et al., 2019; STENZL, 2020; PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021).

Niveis aumentados de GM-CSF foram recentemente observados em pacientes com

COVID-19. Em alguns modelos animais de infeccGes respiratorias, o uso intranasal de GM-
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CSF promoveu o aumento da proliferacdo de macréfagos alveolares, ocasionando melhora do
quadro clinico. Embora o uso de GM-CSF possa ser benéfico em algumas circunstancias,
quando h& uma resposta inflamatdria desproporcional, como em pacientes com COVID-19, a
inibicdo da sinalizacdo de GM-CSF pode ser benéfica para a melhoria do dano pulmonar gerado
pela hiper inflamacdo em casos mais graves da doenca (A et al., 2020; LEE; ACHUTHAN;
HAMILTON, 2020; PETRINA; MARTIN; BASTA, 2021).

Ainda é desconhecida a fungdo especifica de GM-CSF nas dermatofitoses,
principalmente as causadas por T. rubrum, além das funcfes j& conhecidas que essa citocina
apresenta no sistema imune. Através de sequenciamento duplo da interacdo fungo- hospedeiro,
Petrucelli et al., (2018) identificaram a inducdo do gene CSF2 em queratindcitos humanos co-
cultivados com T. rubrum. O efeito antifungico desta citocina ja foi descrito para o tratamento
de candidiase pseudomembranosa (NICOLATOU-GALITIS et al., 2001).

Demais autores discutem os beneficios e efeitos terapéuticos do uso de GM-CSF como
adjuvante no tratamento de pacientes com deficiéncia em CARD9 (deficiéncia da proteina 9 do
dominio de recrutamento de caspase humana) que esta associada ao desenvolvimento
espontaneo de infecgbes fungicas que atingem o sistema nervoso central (GAVINO et al., 2014,
2016; DRUMMOND et al., 2018).

Considerando um possivel potencial antifungico de GM-CSF, torna-se importante
realizar estudos mais aprofundados a fim de avaliar o papel que esta citocina apresenta em

infeccdes dermatofiticas.
1.8 Ferramentas moleculares para a delecdo de genes
1.8.1. Silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI)

Em células de mamiferos, a degradacdo do RNA de um gene especifico com o uso da
tecnologia de RNA interferéncia (RNAI) tem sido uma das tecnologias mais utilizadas para
estudar os efeitos da perda da funcéo de genes individuais. A degradacdo especifica do gene do
MRNA ¢é uma forma de silenciar a expressdo génica individual apos a transcri¢do. (HAI'YONG,
2018).

O silenciamento de RNA é um mecanismo de regulagdo génica essencial em organismos
eucariotos. Este mecanismo € guiado por pequenos RNAs (SRNASs) de 20-25 nt de comprimento

que sdo importantes para diversos processos bioldgicos incluindo regulagdo da expressédo de
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genes enddgenos, inibicdo de infeccdes virais além de evidéncias apontarem que 0s SRNAS
também podem funcionar como agentes antimicrobianos contra patdgenos néo virais através do

silenciamento de alvos génicos em células de patdgenos invasores (HOU; MA, 2020).

O silenciamento génico por RNAI tem sido amplamente usado como ferramenta
biotecnologica para silenciar a expressao de genes individuais apds a transcricao e com isso
estudar a funcdo celular destes genes. Para isso, um RNA de interferéncia sintético (SiRNA)
especifico para cada gene é utilizado para induzir o silenciamento de genes em células de
mamiferos (HAIYONG, 2018).

Resumidamente, o processo de silenciamento génico por siRNA é realizado com as
seguintes etapas: sintese de oligonucleotideos de siRNA gene-especificos; escolha da linhagem
celular de mamifero a qual deseja-se realizar o silenciamento génico; insercdo do siRNA nas
células através de transfeccdo ou eletroporacdo; avaliagdo do knockdown do gene através de
RT-PCR e Western Blotting; e por fim os estudos funcionais para avaliar o efeito celular do
silenciamento génico (HAIYONG, 2018).

O silenciamento génico por siRNA ¢ transiente. A delecdo do gene pode ser detectada
a partir de 4 horas até 7 dias. Entretanto, o ideal € que analises funcionais do gene especifico
sejam realizadas de 24-96 h. Ja em relacdo a insercdo do siRNA nas células, os métodos de
entrega apresentam vantagens e desvantagens. O método de transfeccao é simples e ndo requer
equipamentos especificos, porém nado é adequado para células primarias ou em suspensao. Ja o
método de eletroporacgdo apresenta uma eficiéncia melhor, porém muitas vezes causa alta morte
celular e é necessario a utilizacdo de eletroporador. A selecdo de cada método dependera das

condigBes experimentais e células utilizadas (HAI'YONG, 2018).
1.8.2 Edicéo génica por CRISPR-CAS9

As novas tecnologias de sequenciamento de DNA em larga escala e tecnologias de
edicdo de genomas tém possibilitado novos avancos na terapia genética. Desta forma, a
sequéncia do genoma humano pode ser manipulada com precisdo para atingir um determinado
fim terapéutico, incluindo a corre¢do de mutacGes causadoras de doencas, adi¢do de genes a
locais especificos no genoma ou a remocdo de genes ou sequéncias de genoma deletérios
(MAEDER; GERSBACH, 2016; CARROLL, 2017).
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Dentre as formas de edicdo de genes cita-se 0 nocaute ou mutacdo de um gene
especifico, delecdo, correcdo ou insercdo de gene sendo o método de CRISPR/Cas9 tem sido o
mais utilizado (MAEDER; GERSBACH, 2016; CARROLL, 2017; DOUDNA, 2020).

O sistema CRISPR-Cas (repeti¢des palindrémicas curtas regularmente interespagadas)
corresponde a um mecanismo de imunidade adaptativa bacteriana contra acidos nucleicos
invasores derivados de bacteri6fagos ou plasmideos (HRYHOROWICZ et al., 2017). Atraves
deste mecanismo de defesa, um segmento do DNA exdgeno de aproximadamente 20 pb é
copiado no genoma do hospedeiro em um locus denominado de CRISPR que atua como um
local de memoria a patdgenos invasores. Em futuras invasdes por este mesmo microrganismo,
ocorre a transcricdo de uma fita complementar ao segmento de DNA que foi copiado neste
I6cus, denominada de crisp RNA (crRNA). O crRNA reconhece e se liga por
complementariedade de bases ao DNA do micro-organismo invasor e através de uma
associacdo com a endonuclease Cas, ocorre a quebra de fita dupla do DNA do patégeno inibindo
integracéo e replicacdo no hospedeiro (LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH, 2015).

Com base na descoberta deste mecanismo de defesa imunoldgico em procariotos,
pesquisadores desenvolveram a técnica de edicdo génica CRISPR- Cas9 onde € possivel realizar
pequenas mutacfes como delecbes ou insercbes em um gene alvo através de um RNA guia
(gRNA) sintetizado para atingir o gene que se pretende alterar. Neste mecanismo, o gRNA liga-
se a proteina Cas9 induzindo mudancas conformacionais para a sua ativacdo. Apos a ativacado
de Cas9, esta liga-se a sequéncia de DNA alvo que se deseja alterar e realiza a clivagem do
genoma atraveés de quebras de fita dupla. Esta quebra induz processos de reparo de DNA celular
enddgeno que podem ser explorados para a engenharia do genoma através da inser¢do ou
delecdo na sequéncia do genoma que geralmente resultam na interrupcdo da funcdo do gene-
alvo (LAFOUNTAINE; FATHE; SMYTH, 2015; HRYHOROWICZ et al., 2017).

O sistema CRISPR/Cas9 permite a modificacdo permanente no genoma e portanto a
sintese do gRNA deve ser altamente especifica para evitar alteracbes fora do locus alvo
(HRYHOROWICZ et al., 2017). Enquanto o sistema CRISPR apresenta alta especificidade em
células bacterianas, em células de mamiferos € descrito uma alta frequéncia de atividade nao
especifica Cas9, ocasionando mutagéneses em regides distintas aos alvos desejados (GUPTA
etal., 2019).
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1.8.3 Ferramentas para a delecdo de genes em fungos

A ruptura génica é uma ferramenta genética importante para a identificacdo da funcéo
e estudo dos genes de viruléncia em fungos (KWON-CHUNG, 1998).

Dentre estas ferramentas, a ruptura de genes direcionados por recombina¢do homdloga
desempenha um papel importante na determinacg&o de func6es de genes para estudos de genética
molecular em dermatofitos (YAMADA et al., 2009). Além disso, demais técnicas como
CRISPR-CAS9, recombinacéo especifica (CRE/loxP) e sistemas mediados por endonucleases

também podem ser utilizados (MEI et al., 2019).

Como exemplo de estudos de ruptura génica para avaliar a funcdo de genes de viruléncia
no dermatéfito T. rubrum, Fachin et al., (2006) destacaram a importancia do transportador de
maultipla resisténcia a drogas TruMDR2 sugerindo a importancia deste transportador para o
efluxo de drogas em T. rubrum. Recentemente, Bitencourt et al., (2020) também destacaram a
importancia do fator de transcri¢do HacA para a fisiologia e viruléncia de T. rubrum através de
disrupgéo génica e selecdo de mutantes AhacA.

Apesar de serem ferramentas importantes para o0 estudo da patogenicidade de
dermatdfitos, a construcdo de cepas deficientes (mutantes nulos) para tal finalidade pode ser
demorada e dificultada pela baixa eficiéncia de recombinacdo homologa para esses fungos.
Desta forma, o uso de RNA interferéncia também pode ser util e ja foi utilizado para o estudo
das proteases SUB3 e DPPIV em dermatdéfitos (VERMOUT et al., 2007)

1.8.4: Efeitos biolédgicos de Frequéncias Extremamente Baixas (ELF) e uso para a
reducéo da expressao génica

Os campos eletromagnéticos de frequéncia extremamente baixa (ELF) apresentam
frequéncia inferior a 100Hz e intensidade de campo magnético variando de 0,1 a 20 mT e sdo
utilizados na magnetoterapia. Esta terapia em uso clinico apresenta um aumento crescente
devido aos seus efeitos benéficos em diversos processos como doencas de pele, inflamacédo e
disturbios 6sseos (PASI et al., 2016).

Diversos efeitos biolégicos com o uso ELF j& sdo descritos na literatura, como por
exemplo, inibicdo de celulas cancerosas (TANG et al., 2019), aumento da expressdo do gene
que codifica a glicose oxidase em Pichia pastoris (ANSARI et al., 2017), doengas
reumatoldgicas, doencas 6sseas como a osteoporose (HADDAD; AG; P, 2007), reparo tecidual
(BERTOLINO et al., 2006) entre outras.
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Entretanto, os mecanismos microscopicos que regem estes efeitos biologicos ainda
apresenta resultados controversos, visto que os efeitos podem variar em diferentes condigdes e
tipos celulares (PASI et al., 2016). Diferencas nos efeitos de ELF na proliferacdo celular de
queratinécitos humanos, por exemplo, foram relatados por Huang et al., (2014) ao comparar o

efeito destas frequéncias utilizando tipos celulares diferentes.

Estudos também apontam para os efeitos da ELF no DNA. Estudos in vivo sugerem a
ativacdo do DNA quando as correntes ibnicas passam através dele no nucleo de células
musculares (BLANK; GOODMAN, 2011). Foi demonstrado também que a exposi¢do a campos
eletromagnéticos de frequéncia extremamente baixa pode afetar diversas atividades celulares,
incluindo a expressdo génica. Considerando que as células utilizam correntes elétricas para
realizar suas atividades, a exposicéo a frequéncias extremamente baixas pode induzir diferentes
respostas celulares através da expressdo de mRNA (SANIE-JAHROMI; SAADAT; SAADAT,
2016). Estudos realizados por Sanie-Jahromi; Saadat; Saadat (2016) mostraram que a exposicao
de células MCF-7 com cisplatina e ELF alteraram o perfil de expressdo génica de genes
envolvidos com o reparo de DNA. Resultados similares de expressdo génica também foram
observados ao utilizar a combinacao entre ELF , cisplatina e morfina em células MCF-7 e SH-
SY5Y (SANIE-JAHROMI; SAADAT, 2018).

Considerando os efeitos que 0 uso de ELF pode causar nos niveis de expressao génica
de mRNA, utilizamos frequéncias extremamente baixas desenvolvidas pela Empresa Effatha
para avaliar se estas eram capazes de deletar ou reduzir a expressao do gene CSF2 em

queratindcitos humanos HaCat.

A Tecnologia Effatha é em seu nucleo, composta por um algoritmo capaz de criar
sequéncias de frequéncias extremamente baixas, inofensiva aos seres humanos e ao meio
ambiente, tipicamente encontradas na natureza, para aumentar ou diminuir o espaco
interatdbmico de qualquer elemento ou substancia, quimica ou bioldgica, aumentando ou
atenuando as propriedades fisico-quimicas de seus elementos constituintes. As sequéncias de
frequéncias criadas pela Tecnologia Effatha precisam ser replicadas de tal forma que consigam
alcancar os elementos quimicos ou biologicos que sdo alvo do tratamento desenvolvido de
forma extremamente dirigida. Sendo assim, estas frequéncias sdo capazes de aproximar o
espaco inter atdbmico dos elementos quimicos que compdem os nucleotideos de tal forma que

esta compactacdo proporciona uma alteracdo estrutural (proximidade/ compactacdo) da
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sequéncia de interesse impedindo ou interferindo na ligacio da RNA polimerase, e

consequentemente, impedindo a transcricdo génica (EFFATHA, 2021).

A forma economicamente viavel encontrada para conseguir isso foi através da utilizagéo
de dispositivos RFID, que com os devidos ajustes em seu firmware passam a ter aplicagéo
dirigida a replicacdo de sequéncias de frequéncias (informac6es fornecidas pelo desenvolvedor
da Tecnologia Effatha). Desta forma, foram disponibilizadas para a empresa, as sequéncias
gendbmicas especificas do gene CSF2 para a elaboracdo das frequéncias e formatacdo do
dispositivo RFID (Figura 8.).

Figura 8- Cartéo (A) contendo dispositivo RFID (B) para a emissao das freqUencias
geradas pela EFFATHA.
(A)
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Fonte: Arquivo Pessoal
2. JUSTIFICATIVA

Apesar da importancia clinica das dermatofitoses, pouco se sabe sobre os mecanismos
moleculares e celulares que estdo envolvidos na patogenicidade dos dermatofitos e na resposta
de defesa que 0 hospedeiro apresenta frente a estas infecgdes. Modelos de infecgdes in vitro e
novas abordagens de estudos moleculares tém permitido novas perspectivas em quase todas as
areas de pesquisa para estudo da patogenicidade em microrganismos. Para que a participacao
dos genes humanos triados pelo nosso grupo de pesquisa por RNA-seq envolvidos na resposta
celular imune inata e na manutencao da estabilidade da barreira epidérmica durante a infeccéo
por T.rubrum seja melhor compreendida, é necessario avaliar seus perfis de expressao ao longo
do processo infeccioso, além de estudos celulares como o perfil de secre¢do de citocinas por
queratindcitos durante o co-cultivo utilizando diferentes fases de crescimento de T. rubrum
(fase conidial e fase germinativa). Dentre os genes modulados, maiores estudos se fazem
necessarios em relacdo ao gene que codifica a citocina GM-CSF (CSF2) e sua relagdo com

dermatofitoses causadas por T. rubrum, pois esta citocina ja mostrou atividade antifingica
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contra C. albicans e atualmente vém sendo utilizada em diversas terapias. Para complementar
estes estudos, se faz imprescindivel a delecdo do gene alvo CSF2 para elucidar sua fungédo no
processo de defesa dos queratindcitos humanos contra T. rubrum, ja que estas células s&o os

principais elementos envolvidos no desencadeamento inicial da resposta imunologica.
3. HIPOTESE

Os genes, SLC11A1, RNASE7, SERPINEL, FLG e KRTL1 e principalmente o CSF2 de
queratindcitos humanos HaCat participam da resposta imune inata do hospedeiro atraves de sua

modulacgéo durante diferentes condigfes de co-cultivo com T. rubrum.

A delecéo do gene CSF2 que codifica a citocina GM-CSF pode evidenciar a importancia
deste gene e dessa citocina para a defesa de queratindcitos contra T. rubrum.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de genes envolvidos na resposta imune inata durante o co-cultivo de

queratindcitos humanos com diferentes condicdes de cultivo com T. rubrum.
4.2.1 Objetivos especificos

A) Avaliar a modulacdo dos genes CSF2, SLC11A1, RNASE7, SERPINE1, FLG e KRT1
selecionados a partir do trabalho de RNAseq de Petrucelli et al., (2018) por gPCR em
situacOes de co-cultivo com conidios de T. rubrum inativados pelo calor e em fases conidial

e germinativa;

B) Quantificacdo da liberacdo da citocina GM-CSF (codificada pelo gene CSF2) com
elementos fungicos de T. rubrum em fase conidial e germinativa comparados com o LPS

bacteriano;

C) Avaliagdo da necessidade de contado entre queratinocitos HaCat e T.rubrum para a
liberacdo da citocina GM-CSF;

D) Analise da viabilidade celular de células HaCat desafiadas com T. rubrum em fase conidial

e germinativa e com diferentes concentragdes de LPS;

E) Avaliacdo da expressdo do gene CSF2 em células HaCat desafiadas com diferentes

concentragdes de LPS;
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F) Quantificacdo da liberagdo das citocinas. TNF-a, IL-6, IL-8 e IL- 1B a partir do
sobrenadante do co-cultivo de queratindcitos com conidios de T. rubrum em fase

germinativa e conidial;

G) Analise do efeito da repressdo do gene CSF2 em queratindcitos HaCat co-cultivados com

T. rubrum utilizando frequéncias extremamente baixas.
5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Linhagens utilizadas
5.1.1 Trichophyton rubrum

Foi utilizada a linhagem sequenciada pelo Broad Institute CBS 118892. O cultivo da
linhagem foi realizado em meio de cultura &gar Sabouraud por 15 dias a 28°C, segundo 0os métodos

previamente descritos por Bitencourt et al. (2016).

5.1.2 Queratindcitos Humanos HaCat

Foi utilizada a linhagem imortalizada de queratindcitos humanos HaCat adquiridas do Banco
de Linhagens do Rio de Janeiro. O cultivo da linhagem foi realizado em meio RPMI 1640 (Sigma-
Adrich, San Luis, EUA) acrescido de 1,2 g de bicarbonato de sodio (Sigma- Aldrich, San Luis,
EUA) e 2,38 g de Hepes (Sigma- Aldrich, San Luis, EUA) e suplementado com 10% de soro bovino
fetal (Cultlab, Campinas, Brasil), mantida em estufa a 37°C com 5% de CO:.

5.2. Ensaio do Co-cultivo de T. rubrum em linhagem de queratinécitos humanos HaCat.

5.2.1. Preparacdo de queratindcitos HaCat

A linhagem celular de queratindcitos humanos foi cultivada em garrafas de cultivo de 75
cm? em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal e mantidas em estufa a 37°C
com 5% de CO; ateé atingir 90% de confluéncia. Ap0s, as células foram tripsinizadas, ajustadas para
a concentracdo de 2,0 x 10° cél/mL em camara de Neubauer e transferidas em placas de 6 pocos em
meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro bovino fetal em estufa a 37°C com 5% de CO2 por

24 horas para permitir a aderéncia celular.
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5.2.2. Preparacao da suspenséo de conidios de T. rubrum

Placas da linhagem CBS 118892 de T. rubrum foram cultivadas em meio agar Sabouraud
por 15 dias e mantidas a 28°C. Apds esse periodo, a superficie micelial das placas foi raspada com
0 auxilio de uma espatula estéril para o preparo de suspensédo de conidios em salina 0,9%. A solucéo
foi filtrada em 14 de vidro e a concentracdo ajustada em cidmara de Neubauer para 1,0 x 10’

conidio/mL.

5.2.3. Co-cultivo da linhagem HaCat com elementos fungicos de T. rubrum em fase

conidial e germinativa.

Apos o periodo de 24 horas de incubacdo para aderéncia das células HaCat (2,0 x 10°
cél/mL), o meio de cultura foi retirado e foi inoculada a suspensdo de conidios (1,0 x 10’
conidio/mL) de acordo com cada condig&o de crescimento dos conidios, conforme descritas abaixo:

Elementos flngicos em fase conidial: a suspensao de conidios foi centrifugada a 1730g
para a retirada da salina e o sedimento foi ressuspendido em meio RPMI 1640 com 5% de soro

bovino fetal e inoculada diretamente nas células de queratindcitos HaCat.

Elementos fungicos em fase germinativa: a suspensao de conidios foi centrifugada a 1730g
para a retirada da salina e o sedimento foi ressuspendido em 5 mL de meio Sabouraud e incubado
em agitador orbital sob agitacdo de 130 RPM a 28°C por 7 horas para induzir o inicio da germinacao
dos conidios. Apds este periodo, foi realizada nova centrifugacdo e o sedimento de conidios foi
ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro bovino fetal para co-cultivo em

linhagem de queratindcitos, conforme descrito por Petrucelli et al., (2018).

Para ambos os métodos de co-cultivo foi utilizado como controle a cultura de queratindcitos

sem a presenca do fungo.

As placas de 6 pogos foram re-incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 0s
periodos de 24h e 48h a fim de avaliar os niveis de expressao génica dos genes de interesse em

diferentes intervalos de tempo.

5.2.5 Inativacao dos conidios de T. rubrum pelo calor

Para a inativagdo, as solugdes de conidios em fases conidial e germinativa foram aliquotadas
em tubos de microcentrifuga de 2mL e inativadas pelo calor a 65 °C por 30 min conforme descrito
por Chai et al., (2010). Para confirmar a inativacdo dos conidios, uma aliquota de 100 pL da solugéo
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de conidios foi plagueada em placas de Petri e incubadas em estufa a 28°C por 7 dias, para
comprovar a auséncia de crescimento microbiano. Apoés a inativacdo, o co-cultivo foi realizado

conforme descrito no iten 5.2.3 por 24 e 48 horas.

5.3 Ensaio para comprovar a necessidade de contato celular durante o co-cultivo da
linhagem HaCat e T. rubrum utilizando as placas com suportes permeaveis Transwell.

5.3.1 Preparacao de queratindcitos HaCat.

A preparacdo da linhagem de queratindcitos HaCat foi realizada conforme descrito no item
5.2.1. Apos o ajuste da concentragdo celular, as células foram transferidas para a parte inferior da
placa de 6 pocos contendo os suportes permeaveis transwell® (Corning, Nova York, EUA). As
placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO- por 24 horas para permitir a aderéncia

celular.
5.3.2 Preparacdo da suspenséo de conidios de T. rubrum.

A preparacdo da suspensdo de conidios foi realizada conforme descrito no item 5.2.2, e para

este ensaio foi realizado com a fase conidial de T. rubrum.

5.3.3 Co-cultivo da linhagem HaCat e T. rubrum em placas com suportes permeaveis

Transwell.

Apbs o periodo de aderéncia celular dos queratindcitos, o meio de cultivo foi descartado
e substituido por 3 mL de meio RPMI suplementado com 5% de soro bovino fetal adicionado
diretamente no compartimento inferior da placa de 6 pocos contendo 0s suportes permeaveis
transwell. J4 a suspensdo de conidios previamente preparada na concentragdo de 1x10’
com/mL, foi ressuspendida em meio RPMI 5% e inoculada uma aliquota de 2mL na parte
superior do suporte permeavel transwell (Figura 9). Os suportes permeaveis utilizados neste
ensaio foram de membrana de policarbonato com poro de 0.4 um. Esta metodologia foi
realizada conforme descrito por Li e Dongari-Bagtzoglou (2009).
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Figura 9- Esquema ilustrativo da montagem da placa contendo o suporte permeavel
transwell.
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Fonte: Arquivo Pessoal

As placas foram reincubadas em estufa a 37°C com 5% de CO: por 24, e 48h. Apos 0s
respectivos intervalos de tempo, o sobrenadante da parte inferior da placa contendo os suportes
permedveis foi retirado e armazenado em freezer -80° C. Para a extracdo de RNA dos queratindcitos,
ImL de Tri-Reagent® (Sigma-Adrich, San Luis, EUA) foi adicionado na parte inferior da placa
onde continham as células humanas. O co-cultivo descrito no item 5.2.3 foi utilizado como controle

positivo para este experimento.

5.4 Ensaio de queratindcitos HaCat desafiados com diferentes concentracgdes de LPS.

A preparacdo das células de queratindcitos HaCat para este ensaio seguiu a mesma
metodologia descrita no item 5.2.1. Apds o periodo de aderéncia celular, o meio de cultura foi
retirado e inoculado novo meio de cultura (RPMI 1640 suplementado com 5% de SFB), sem a
adicdo de antibidticos, contendo LPS de E. coli em 3 concentragdes: 0,5 pg/mL (conforme descrito

por De Camargo Pereira et al., 2013), 2,5 pg/mL e 5 pug/mL.(descrito no item 5.5)

Apbs a inoculacdo do meio de cultura contendo as 3 concentracdes de LPS, as células foram
reincubadas em estufa a 37°C com 5% de CO; por 24h e 48h.

Como controle foi utilizado a cultura de queratindcitos HaCat sem a presenca de LPS.
5.5 Reconstitui¢éo de LPS de E. coli.

Foi utilizado o lipopolissacarideo de E. coli (Sigma-Adrich, San Luis, EUA), purificado
através de extracdo por fenol. A reconstituicéo foi realizada conforme recomendacges do fabricante.
Para isso, a aliquota liofilizada contendo 10mg de LPS foi reconstituida em PBS 1x estéril para a
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concentracdo de 5mg/mL. A solucéo foi distribuida em aliquotas contendo 100uL e armazenada em

freezer (-20°C) para uso posterior.

5.6 Ensaio de viabilidade celular através da quantificacdo da liberacdo da enzima lactato
dehidrogenase (LDH).

A citotoxicidade de células HaCat desafiadas com diferentes concentracdes de LPS e do co-
cultivo com T. rubrum em fase conidial e germinativa foi avaliada através do ensaio de LDH. Para
a quantificacdo, foram retiradas aliquotas de 50uL por pogo do sobrenadante da cultura celular para
cada condicgéo testada, nos tempos de 24 ¢ 48h. As aliquotas foram misturadas com 100 pL do
reagente de mistura (TOX7- Sigma Aldrich) de acordo com as recomendagfes do fabricante em
placa de 96 pocos. A placas foram cobertas com material opaco e incubadas em temperatura
ambiente por 20 min. A absorbancia foi lida em um leitor de microplacas Multiscan FC (Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, EUA) em 490 e 690 nm. O percentual de liberagédo de LDH foi calculado
conforme descrito por Grosse et al., (2013). Os experimentos foram realizados em triplicata em 3

experimentos independentes.

5.7 Ensaio da reducdo da expressdo do gene CSF2 utilizando frequéncias da Tecnologia
Effatha

Para o ensaio de delecdo do gene CSF2 foram utilizados os dispositivos emissores das
frequéncias desenvolvidas com a tecnologia Effatha, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Paulo Peitl
Junior. Para isso, as sequéncias de frequéncias Effatha foram estabelecidas de acordo com o descrito
nos pedidos de patente de invencao depositados no INPI e PCT sob nimeros BR102017023442-8
e PCT/BR2018/050393 respectivamente.

A sequéncia de mRNA do gene alvo CSF2 (NM_000758.4) foram entdo submetidas aos
algoritmos Effatha e o conjunto de frequéncias calculadas, processadas e depositadas nos chips de
exposicdo das culturas. A sequéncia de mMRNA de CSF2 utilizada foi:

>M11220.1 Human granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)
mRNA
ACACAGAGAGAAAGGCTAAAGTTCTCTGGAGGATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGCTCTTGGGCACTGTGGC
CTGCAGCATCTCTGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACGCAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATC
CAGGAGGCCCGGCGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACACTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAAGTCA
TCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGGAGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCT
GCGGGGCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAGCAGCACTGCCCT
CCAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGATTATCACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGACT
TTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAGTCCAGGAGTGAGACCGGCCAGATGAGGCTGGCCA
AGCCGGGGAGCTGCTCTCTCATGAAACAAGAGCTAGAAACTCAGGATGGTCATCTTGGAGGGACCAAGGG
GTGGGCCACAGCCATGGTGGGAGTGGCCTGGACCTGCCCTGGGCACACTGACCCTGATACAGGCATGGCA
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GAAGAATGGGAATATTTTATACTGACAGAAATCAGTAATATTTATATATTTATATTTTTAAAATATTTAT
TTATTTATTTATTTAAGTTCATATTCCATATTTATTCAAGATGTTTTACCGTAATAATTATTATTAAAAA
TAGCTTCTAAAAAAAAAAA

A preparacdo dos queratindcitos HaCat foi realizada conforme descrito no item 5.2.1, e a

suspensdo de conidios de T. rubrum conforme descrito no item 5.2.2.

Foi realizado o co-cultivo utilizando conidios de T. rubrum em fase conidial, conforme
descrito no item 5.2.3. Apds a inoculacéo de conidios de T. rubrum nas células de queratinocitos, o
chip desenvolvido com a tecnologia Effatha foi aderido externamente no fundo da placa de 6 pogos,
de modo que o chip abrangesse externamente todos 0s po¢os presentes na placa de cultivo. As placas
contendo os chips foram incubadas em estufa separada das demais culturas celulares a 37°C com
5% de CO2 por 24h ,48h e 54h. Como controles foram utilizados somente a cultura de queratinocitos
comparado e o co-cultivo de queratindcitos HaCat com conidios de T. rubrum sem a presenca do
chip, incubadas em estufa & 37°C com 5% de CO. por 24h ,48h e 54h.

Ap0s os respectivos intervalos de tempo, foram coletados os sobrenadantes de cada condicéo
para a analise da secrecdo da citocina GM-CSF, e 0 RNA foi extraido utilizando-se 1 mL de Tri-
Reagent® (Sigma-Adrich, San Luis, EUA).

Para avaliar em microscopio 0tico o efeito da utilizacao dos chips neste ensaio, foi realizada

a coloracdo de MayGrunwald- Giemsa.
5.8 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada com o uso do TRI Reagent® (Sigma-Adrich, San
Luis, EUA). Apo6s os respectivos periodos de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e foi
adicionado 1mL de TRI Reagent® diretamente aos po¢os. Apos 5 min de leve homogeneizagdo o
conteddo foi armazenado em microtubos em freezer -80°C até o momento da extracdo. A extracdo
de RNA total foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo de RNA
total e sua pureza, foi verificada através do Nanophotometer MidSci (IMPLEN, Westlake Village,
EUA). A integridade do material genético foi avaliada através de eletroforese em gel de Agarose.

5.9 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription®
(Applied Biosystems, Waltham, EUA). Para a reacdo, 1 pug de RNA total de cada condigéo (controle
de células HaCat, co- cultivo, e células HaCat incubadas com LPS) foram tratados com o Kit DNase
1 Amplification Grade® (Sigma-Adrich, San Luis, EUA) e para a transcricdo reversa foram
utilizados 2 pL de tampdo [10X], 0.8 pL dNTP mix [2.5X], 2 uL random primer [10X] e 1 uL de
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Multiscribe Reverse Transcriptase e o volume final ajustado com g.s.p 10 pL de agua DEPC. As
condigdes de ciclagem foram 10 min a 25°C, seguida de 2 horas a 37°C e por fim, 5 min a 85°C.
Ao final da transcri¢do, os cDNAs foram armazenados em freezer -80°C até a utilizagdo deles para

a validacéo por PCR quantitativo.
5.10 Avaliacéo da expressao génica por RT-qgPCR

Foram selecionados os genes CSF2, SLC11A1, RNASE7, SERPINEL, FLG, KRT1 e TLR4
para avaliacdo da expressao génica por RT-qgPCR. O experimento foi realizado em triplicata com o
Kit SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix® (Sigma-Adrich, San Luis, EUA) no equipamento
Mx3300 QPCR system (Stratagene, San Diego, EUA). As condicGes de ciclagem foram:
denaturacéo inicial a 94°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos a 94°C por 2 minutos, a 60°C por
60 segundos e por fim 72°C por 1 minuto. Ao final de cada ciclo foi avaliada a curva de dissociagédo
de cada produto génico amplificado. O nivel de expressdo génica foi calculado através do método
comparativo 2—AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) utilizando-se os genes GAPDH e B-actina
como normalizadores (DAL et al., 2012; MA et al., 2015). Os resultados foram descritos com a
média + do desvio padrédo de trés experimentos. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo

descritos na tabela 1.

Para a analise de expressdo do gene TLR4 foi necessario a sintese de oligonucleotideos
iniciadores especificos que foram desenhados através do site http://www.idtdna.com. Os

oligonucleotideos foram submetidos a analise de eficiéncia e concentracdo. Para isso, 0s cDNAS
convertidos a partir de amostras de RNA da linhagem HaCat e HaCat incubadas com LPS foram
diluidos em quatro concentracdes de forma seriada e cada par de oligonucleotideo foi diluido nas
concentragOes de 40 nM, 50 nM, 70 nM, 80 nM e 100 nM a fim de avaliar qual a concentracdo ideal
e melhor eficiéncia de cada par que seriam utilizadas nas reacGes de RT-qPCR. A andlise de
eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores foi realizada por RT-PCR com as mesmas condi¢fes
de ciclagem descritas acima no equipamento Mx3300 QPCR system (Stratagene, San Diego, EUA).
Foram consideradas ideais as concentracdes cuja eficiéncia dos oligonucleotideos ficou em torno de
90% a 110%. As concentracdes utilizadas para cada par de oligonucleotideo estdo expostas na tabela
1.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reacéo de qPCR.

CSF2 Colony Stimulating F:5’-TCTGCTTGTCATCCCCTTTG-3’ 122 pb F: 50nM (KIM et al.,
Factor 2 2016a)
R:5’-ATGACCATCCTGAGTTTCTAGC-3’ R: 50nM
RNASE7 Ribonuclease A Family  F:5’- GGAGTCACAGCACGAAGACCA-3’ 235 pb F: 50nM (KOTEN et al.,
Member 7 2009)
R:5’- CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA-3’ R: 50nM
SLC11A1 Natural resistance- F:5’- CATCTCCGTCTCCCAAAGTG-3’ 144 pb F: 70nM (PETRUCELLI
associated macrophage etal., 2018)
protein 1 R:5’- TGGATGCTTTAGAGACTTCGTG-3’ R: 70nM
KRT1 Keratin 1 F:5’- CCTTACAGCACTCTACCAAGC-3’ 149 pb F: 50nM (PETRUCELLI
etal., 2018)
R:5’-TCTGGGCTATATCCTCGTACTG-3’ R: 50nM
FLG Filaggrin F:5’- AGCAATCGGTAAATAGGTCTGG- 126 pb F: 50nM (PETRUCELLI
3 etal., 2018)
R: 50nM
R:5’- CCTCATTTCGTGTTTGTCTGC-3’
TLR4 Toll Like Receptor 4 F: 5>-TCTACAAAATCCCCGACAACC-3’ 143 pb F: 100nM Este trabalho
R: 5’- TGTCTGGATTTCACACCTGG-3'
R: 100nM
GAPDH Glyceraldehyde-3- F: 5>-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3’ 118 pb F: 100nM (MA et al., 2015)
phosphate
(Constitutivo)  dehydrogenase R: 5>-GAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3’ R: 70nM
ACTB Beta-actin F: 5>-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3’ 154 pb F: 70nM (DAl et al., 2012)
(Constitutivo) R: 5>-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3’ R: 70nM

Pagina | 49



5.11 Quantificacdo das citocinas GM-CSF, IL-8, IL-6, IL-1p, e TNF-a de queratindcitos
HaCat co-cultivados com elementos fungicos de T. rubrum nas fases conidial e germinativa
e de queratindcitos HaCat desafiados com varias concentracées de LPS

As citocinas pro- inflamatérias 1L-8, IL-6, IL-1B, e TNF-o foram quantificadas no
experimento de co-cultivo de queratindcitos HaCat com conidios de T. rubrum. Para isso, foi
utilizado o kit ELISA Development Mini TMB EDK (PeproTech®, Nova Jersey, EUA)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram utilizados amostras do sobrenadante coletado
do co-cultivo de queratinocitos HaCat com conidios de T. rubrum em fases conidial e
germinativa nos intervalos de tempo de 24h e 48h. A leitura da placa foi realizada por meio de
leitor universal de microplacas Multiscan FC (Thermo- Fisher Scientific, Waltham, EUA) no

comprimento de onda de 620nm e 450nm.

A quantificagdo da citocina GM-CSF foi realizada tanto para os experimentos de co-
cultivo de HaCat com conidios de T.rubrum quanto para o ensaio de queratindcitos incubados
com LPS. Para esta interleucina, foi utilizado o kit ELISA Development Mini Human GM- CSF
ABTS EDK (PeproTech®, Nova Jersey, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
faixa de deteccdo para esta citocina é de 32-1000 pg/mL. Para a quantificagdo, foram utilizados
amostras do sobrenadante coletado do co-cultivo de queratindcitos HaCat com conidios de T.
rubrum em fase conidial e de células de queratindcitos desafiadas com LPS, nos intervalos de
tempo de 24h, 48h, e 54h (conforme descrito no item 5.4). A leitura da placa foi realizada por
meio de leitor universal de microplacas Multiscan FC (Thermo Scientific) no comprimento de
onda de 650nm e 405nm.

Os dados de absorbancia dos comprimentos de ondas foram utilizados para os célculos

de quantificacdo segundo o fabricante.
5.12 Anélise Estatistica

Para a analise estatistica foram utilizados o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido
do poés- teste de TurKey utilizando o software GraphPad Prism v. 7.0. As situacBes comparadas

foram consideradas estatisticamente significantes quando apresentaram um p-value <0.05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliacao da viabilidade celular de queratinécitos HaCat durante o co-cultivo com T.

rubrum utilizando fase conidial e fase germinativa.

A viabilidade celular das células de queratindcitos HaCat foi avaliada através da
quantificacdo da enzima lactato desidrogenase secretada no sobrenadante durante o co-cultivo com

T. rubrum. O percentual de liberacdo da enzima esté representado na figura 10.

Figura 10- Ensaio de liberacdo de LDH por queratindcitos HaCat co-cultivados com T.

rubrum. Sendo HaCat: controle de queratindcitos; CO (fase conidial): co-cultivo de queratindcitos com
conidios de T. rubrum; CO (fase germinativa): co-cultivo de queratindcitos com conidios de T.rubrum pré-
crescidos por 7h em meio Sabouraud; *p<0,05.
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E possivel observar que houve um menor percentual de liberacdo de LDH em 24h (30-
45%) de co-cultivo, consequentemente indicando que neste intervalo de tempo as células de
queratindcitos estdo mais viaveis. Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
guando comparados os percentuais de liberacdo de LDH nas condicGes de co-cultivo com fase

conidial ou germinativa.

Em resultados anteriores, foram obtidos percentuais de liberacdo de LDH de
aproximadamente 18% e 30% ao avaliar a viabilidade de queratindcitos HaCat durante o co-
cultivo com conidios em fase germinativa de T. rubrum em 24h. (PETRUCELLI et al., 2018-

2019), dado que mostra que o percentual de liberacdo de LDH obtidos na figura 10 foi

Pagina | 51



compativel com faixa de liberacdo ja descrita na literatura quando celulas HaCat estdo nesta

situacédo de co-cultivo.

Foi observado que no tempo 48h o percentual de liberacdo foi superior a 60%, devido
ao fato de que neste intervalo de tempo as hifas de T. rubrum estarem mais desenvolvidas e
aderidas aos queratindcitos quando comparado ao tempo de 24h (dados ndo mostrados)
ocasionando maior rompimento da célula hospedeira e consequentemente maior liberacdo de
LDH. Apesar desse valor expressivo de liberagdo de LDH, consideramos o aspecto de maior
aderéncia e desenvolvimento do fungo nas células HaCat em 48. Esses fatores sdo importantes
para a resposta imune celular da interacdo fungo-hospedeiro, e utilizamos este intervalo de

tempo também para 0s experimentos posteriores de analise de expressao génica.

6.2 Avaliacdo da expressdo de genes envolvidos na resposta imune de queratindcitos co-

cultivados com T. rubrum

Foi avaliado o perfil de expressdo dos genes CSF2, RNASE7, SERPINE1, SLC11A1,
KRT1 e FLG de queratindcitos humanos apds o co-cultivo com T. rubrum em fase conidial e
germinativa nos intervalos de tempo de 24h e 48h com o objetivo de analisar diferencas no
padrdo de expressdo dependendo da condicdo de cultivo. Os resultados desta analise estdo
representados nas figuras 11 e 12.
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Figura 11- Avaliacdo da expressao de genes humanos CSF2, RNASE7 e SERPINE1

durante o co-cultivo com T. rubrum por gPCR.. Sendo HaCat: controle de queratindcitos; CO (fase
conidial): co-cultivo de queratinécitos com conidios de T. rubrum; CO (fase germinativa): co-cultivo de
queratindcitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud * p < 0,05; ** p < 0,01; ***

p <0,001; **** p < 0,0001.
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Figura 12- Avaliagdo da expressao de genes humanos SLC11A1, KRT1 e FLG durante o

co-cultivo com T. rubrum por gPCR. Sendo HaCat: controle de queratindcitos; CO (fase conidial): co-
cultivo de queratindcitos com conidios de T. rubrum; CO (fase germinativa): co-cultivo de queratindcitos com
conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
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Conforme mostram a figuras 11 e 12, o gene que mais se destacou em relacdo aos
valores de expressao génica foi o gene CSF2 principalmente em 48h de co-cultivo (fold change
> 20). Quando foi comparada a expressdo deste gene em fase conidial e germinativa,
observamos que a inducdo deste gene foi mais expressiva quando T. rubrum estava na fase
conidial, sugerindo diferencas no padrdo de expressdo deste gene conforme o estagio de
desenvolvimento do conidio. O conidio é a estrutura que dissemina e inicia a infeccéo. Ao entrar
em contato com a célula hospedeira, o artroconidio do fungo inicia o seu processo de adeséo e
desenvolvimento (FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018), sendo este o estagio inicial de
infeccdo que é mimetizado no co-cultivo em fase conidial. Apos a aderéncia e adaptacdo do
conidio ao hospedeiro, inicia-se a formagdo do tubo germinativo (FAWAY; ROUVROIT,;
POUMAY, 2018), sendo este 0 estagio representado na fase germinativa.

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que o gene CSF2 codifica a citocina GM-CSF
e apesar de seu papel ainda ser desconhecido para as dermatofitoses, 0 aumento de sua liberagédo
foi identificado durante o co-cultivo de queratindcitos com o dermatéfito A. benhamiae
(SHIRAKI et al., 2006).

Explorando o papel desta citocina para outros grupos de fungos, estudos realizados por
Li e Bagtzoglou, (2009) mostraram que GM-CSF é a principal citocina induzida durante a
interacdo entre queratindcitos orais humanos e Candida glabrata. De forma complementar,
Nicolatou-Galitis et al., (2001) mostraram gue o uso topico de GM-CSF como enxaguante bucal
em pacientes diagnosticados com candidiase pseudomembranosa oral foi eficaz para reduzir as

lesGes ulcerativas favorecendo a neovascularizacéo e reparo tecidual da mucosa.

Estes dados em conjunto evidenciam que esta citocina possivelmente apresenta uma
funcdo importante para a defesa de queratindcitos durante a interacdo com T. rubrum,
considerando a alta modulacdo do gene CSF2 observado aqui durante a interacdo fungo-

hospedeiro.

Ainda em relagéo aos demais genes envolvidos na resposta imune inata (Fig.11), o gene
RNASE7, foi induzido em ambos os intervalos de tempo e em ambas as condigfes de
crescimento fangico de forma igual sem nenhuma diferenca estatistica em relacdo a estas

condigdes.

A indugéo de peptideos antimicrobianos, codificada pelo gene RNase7, vem sendo

discutida na literatura. Esses componentes antimicrobianos séo importantes para a defesa inicial
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da camada epidérmica contra infec¢des fungicas, principalmente em tineas (BRASCH et al.,
2014), infeccdes causadas por T. rubrum (FIRAT et al., 2014) além de inibir o crescimento
fangico de dermatofitos como Trichophyton mentagrophytes, M. canis, T. rubrum e
Epidermophyton floccosum (FRITZ; BECK-JENDROSCHEK; BRASCH, 2012). Nossos
dados podem sugerir que a expressdo deste importante mecanismo de defesa celular encontra-
se atuante ao longo do processo infeccioso tanto quando na fase conidial quanto na fase

germinativa de desenvolvimento de T. rubrum.

Outro gene que apresentou resultado promissor foi o0 SERPINEL. Conforme observado
na fig.11, este gene foi mais induzido em 24h de co-cultivo na fase conidial de T. rubrum. Nao

foi observada modulacéo significativa deste gene em 48h de co-cultivo.

Harslund et al., (2013) sugeriram que uma resposta precoce do hospedeiro a infec¢bes
de pele e tecidos moles causadas pela bactéria Staphylococcus aureus é dependente da
expressdo de SERPINE1 para o recrutamento de neutrdfilos e controle bacteriano no local da
infecgdo. Ja Dittmann et al., (2015) atribuiram uma func&o antiviral ao gene SERPINE1 ao
avaliar que este gene promove mudancas ao ambiente extracelular para impedir a maturacao do
virus influenza A. Analises computacionais realizadas por Kidane; Lawrence; Murali (2013)
classificaram o gene SERPINE1 como indutor de resposta imune contra os fungos patogénicos
A. fumigatus e C. albicans. Entretanto, a participacdo deste gene como imunomodulador nas
dermatofitoses ainda é desconhecido. Com base nos resultados de expressdao génica
apresentados, podemos sugerir que este gene também possa atuar como um imunomodulador
em dermatofitoses causadas por T. rubrum ja que foi observada sua indugdo expressiva em 24h
de co-cultivo, principalmente quando o fungo estd em fase conidial, 0 que mimetiza de forma

mais proxima ao natural o processo infeccioso da dermatofitose.

Para ao gene SLC11A1 (fig. 12) foi observado modulacéo significativa somente em 48h

quando foi realizado o co-cultivo em fase conidial.

Ja em relacdo aos genes envolvidos na manutengdo da barreira epidérmica FLG e KRT1,
observou-se que o gene que codifica a filagrina (FLG) encontra-se reprimido em ambos 0s
intervalos de tempo no co-cultivo quando os conidios estdo em fase germinativa. J& quando o
co-cultivo foi realizado com a fase conidial de T. rubrum, o gene FLG esteve reprimido somente
em 24h, sugerindo que possa haver diferencas no perfil de expressdo deste gene conforme o
estagio que o conidio apresente. J& em relacdo ao gene que codifica a queratina 1 (KRT1) este

encontra-se reprimido tanto em 24h quanto em 48h e ndo foi observado diferencas estatisticas
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ao analisar as diferentes fases do crescimento do conidio de T. rubrum ensaiados. Estes dados
em conjunto sugerem uma desestabilizacdo dos constituintes da barreira epidérmica durante o
processo infeccioso por T. rubrum, o que poderia facilitar a disseminacdo do fungo no tecido,

assim como observado por Jensen et al., (2007).

De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que as diferentes fases dos
elementos fungicos de T. rubrum (conidial ou germinativa) interferem na modulacéo de alguns

genes envolvidos na resposta imune inata, principalmente, como observado para o gene CSF2.

6.3 Avaliacdo da expressdao génica dos genes envolvidos na resposta imune de

queratindcitos co-cultivado com conidios inativados de T. rubrum

A fim de avaliar o efeito da inativacao fingica nos niveis de expressdo génica dos genes
envolvidos na resposta imune inata, foi realizado co-cultivo da célula HaCat com elementos
fungicos de T. rubrum em fase conidial e germinativa inativados ou ndo pelo calor. Os

resultados estéo expostos nas figuras 13 e 14.

O uso de elementos fungicos (conidial ou germinativa) mesmo inativados apresentam
proteinas de parede preservadas capazes de estimular uma resposta imunolégica (DAS GUPTA
etal., 2014; CHEN etal., 2015). Em adicdo, a inativacao de microrganismos também € utilizada
para a producdo de vacinas, como a de triplice bacteriana, hepatite A, hepatite B, HPV, entre
outras, e recentemente em vacinas contendo o virus SARS-CoV?2 inativado, para o controle da
pandemia de COVID-19 (GAO et al., 2020; L1 et al., 2020; SHIN et al., 2020).
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Figura 13- Comparativo da expressao dos genes humanos CSF2, RNASE7 e SERPINE1

durante o co-cultivo com conidios vivos e inativados de T. rubrum por gPCR. Sendo CO

(fase conidial): co-cultivo de queratindcitos com conidios de T. rubrum; CO (fase germinativa): co-cultivo de

queratinocitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud; CO | (fase conidial inat..):
co-cultivo de queratindcitos em fase conidial inativados de T. rubrum; CO | (fase germinativa inat..): co-cultivo
de queratindcitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud inativados* p < 0,05; ** p
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Figura 14- Comparativo da expressao dos genes humanos SLC11A1, KRT1l e FLG

durante o co-cultivo com conidios vivos e inativados de T. rubrum por gPCR Sendo CO

(fase conidial): co-cultivo de queratindcitos com conidios de T. rubrum; CO (fase germinativa): co-cultivo de

queratinocitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud; CO | (fase conidial inat..):
co-cultivo de queratindcitos com fase conidial inativados de T. rubrum; CO | (fase germinativa inat..): co-cultivo
de queratindcitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud inativados* p < 0,05; ** p
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<0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001.
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Conforme mostrado na figura 13, os genes CSF2, SERPINE1 e RNASE7 que néo
apresentaram modulag&o significativa quando foram utilizados conidios inativados, sugerindo
que h& necessidade do fungo vivo para ativar a expressao desses genes em células de

queratindcitos.

Para o gene SLC11Al (fig. 14) ndo foi observada diferenca estatistica quando

comparado sua expressdo em relacdo ao uso de conidios vivos ou inativados.

Ja para os genes envolvidos na barreira epidérmica, foi observado curiosamente quando
o co-cultivo foi realizado com conidios inativados, o gene FLG foi induzido em 24h, ao
contrario do observado quando os conidios estdo viaveis. Esse resultado reforca a sugestdo
levantada na discussdo anterior de que o fungo possa desestabilizar a barreira epidérmica
levando a diminuicao da filagrina através da repressdo do gene FLG. Ja em relacdo ao gene
KRT1, este encontra-se reprimido tanto quando os conidios estdo viaveis ou inativados.
Entretanto, esta repressdo ¢ maior do que quando comparado os valores de fold change dos

conidios viaveis.

Considerando estes resultados em conjunto, é possivel sugerir que conidios de T.
rubrum inativados pelo calor estimulam uma resposta imune menor dos genes aqui avaliados
em células de queratindcitos. Resultados similares foram encontrados por Huang et al., (2013)
ao avaliarem que conidios de T. rubrum inativados pelo calor reduziram significativamente a
expressdo de PRRs em queratindcitos HaCat, sugerindo que antigenos da parede celular deste
fungo quando estdo inativados induzem uma menor resposta imune em células HaCat e
consequentemente levam a uma secrecdo limitada de citocinas. Desta forma, a utiliza¢éo do co-

cultivo com conidios inativados foi desconsiderada para a realizacdo dos experimentos futuros.

Com os resultados obtidos durante esta triagem de genes envolvidos na resposta imune
inata de queratindcitos humanos, o foco dos proximos experimentos foi baseado no gene CSF2
e em seu produto génico, a citocina GM-CSF, devido a expressiva modulacdo deste gene

observada neste trabalho.
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6.4 Liberacdo de citocinas pro-inflamatorias IL-6, 1L-8, IL-1p e TNF-a, durante o co-

cultivo de queratindcitos com T. rubrum.

A fim de avaliar a resposta celular de queratindcitos durante o co-cultivo com T. rubrum
em fase conidial e germinativa, foram quantificadas algumas citocinas pro-inflamatérias. Os

resultados estdo mostrados na figura 15.

Figura 15- Liberacgéo de citocinas pré-inflamatdrias de queratinécitos humanos durante
0 co-cultivo em fase conidial e germinativa de T. rubrum Sendo HaCat: controle de
queratinécitos; CO (fase conidial): co-cultivo de queratindcitos com conidios de T. rubrum; CO (fase
germinativa): co-cultivo de queratindcitos com conidios de T.rubrum pré-crescidos por 7h em meio Sabouraud *
p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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E possivel observar que houve uma reducio na liberacio de IL-8 em 24h quando o co-
cultivo foi realizado na fase germinativa. J& quando foram utilizados elementos flngicos em
fase conidial, ndo foram observadas diferencas estatisticas na liberacdo desta interleucina
guando comparado ao controle de queratindcitos. Em 48h foram detectados niveis menores de

IL-8 no co-cultivo realizado com ambas as fases de crescimento de T. rubrum.

A interleucina 6 foi liberada em niveis iguais em 24h para o co-cultivo em fase conidial

e germinativa. J& em 48h, foi possivel observar que houve liberacdo significativa da IL-6
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somente com o co-cultivo foi realizado em fase germinativa, porém em menor concentracao do

que a que foi detectada em 24h.

Jad a TNF- a foi liberada somente pelos queratindcitos durante o co-cultivo com
T.rubrum em fase conidial em 24h. Em 48h esta citocina obteve maior liberacdo com o co-

cultivo realizado com o fungo em fase germinativa

Por fim, a liberacdo de IL-1p foi observada somente quando o co-cultivo foi realizado
com conidios em 24h. Ja em 48h, foi possivel detectar esta interleucina em quantidades

estatisticamente iguais em ambas as fases de crescimento de T. rubrum (conidial e germinativa).

Foi descrito na literatura que dermatdfitos antropofilicos como os da espécie
Trichophyton induzem a produgéo de algumas interleucinas como: IL-8, IL-6, IL-1p ¢ TNF-a
(NAKAMURA etal., 2002; TANI etal., 2007; HAU et al., 2015). Entretanto ainda s&o escassos
os estudos que descrevem o perfil de citocinas secretadas por queratindcitos durante uma
infeccdo por T. rubrum. Os resultados aqui mostrados corroboram com estas informacoes ja
que todas estas interleucinas testadas foram secretadas durante o co-cultivo com T. rubrum.
Além disso, podemos sugerir que elementos fungicos em diferentes estagios de crescimento
(conidial e germinativa) promovem uma resposta diferente na liberacdo e no perfil de cada
interleucina avaliada, ja que foi possivel observar diferencas nestes padrdes ao utilizar o co-

cultivo com conidios em diferentes fases de desenvolvimento.

6.5 Ensaio de co-cultivo para avaliar a necessidade de contato celular utilizando placas
contendo suportes permeaveis transwell.

Conforme dito anteriormente, os resultados seguintes foram baseados em estudos com
0 gene CSF2 e seu produto génico (citocina GM-CSF) utilizando o co-cultivo em fase conidial
devido a alta modulacdo deste gene nesta condi¢do de co-cultivo observada nos resultados
anteriores.

Este ensaio teve como objetivo avaliar a necessidade de adesdo celular entre fungo-
hospedeiro para a expressdao do gene CSF2 e liberacdo da citocina GM-CSF. Atraves de
microscopia ética convencional, foi avaliado se ndo houve o extravasamento da hifa do fungo

pela membrana a medida que este se desenvolveu ao longo dos intervalos de tempo avaliados.
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Figura 16- Analise em microscépio Optico da presenca de fragmentos fungicos nas

células de queratindcitos em 24 h. (A) controle (co-cultivo) e (B) co-cultivo sem contato (contendo
suporte permeavel transwell). As setas indicam T. rubrum aderido aos queratindcitos. Zoom optico 20x.

E possivel observar na figura 16 que a utilizagio do suporte permeéavel foi eficaz para
impedir o contato entre fungo e a célula humana ja que ndo foi possivel observar células do
fungo aderidos nos queratindcitos (Fig. 16 B) quando este estd sob a membrana permeavel. Ja
no controle (Fig. 16 A) foi possivel observar a aderéncia no fungo nos queratinocitos quando

n&o h& a presenca do suporte permeavel.
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6.6 Analise da expressado do gene CSF2 durante o co-cultivo de queratinocitos HaCat com
T. rubrum em suporte permeavel transwell.

Apos a padronizacdo do ensaio de co-cultivo em suporte permedvel, o RNA dos
queratinocitos foi extraido para avaliar a expressdo do gene CSF2 que codifica a citocina GM-
CSF, a fim de avaliar se € necessario o contato célula-célula para que este gene seja expresso.

Os resultados de expressdo génica estdo mostrados na figura 17.

Figura 17- Comparativo da expressdo do gene CSF2 (GM-CSF) com o co-cultivo de T.
rubrum e queratindcitos (CO com contato) e o co-cultivo de T. rubrum e queratindcitos
com suportes permeaveis transwell (CO sem contato). **** p < 0,0001
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Foi possivel observar na figura acima que gene CSF2 nao foi expresso quando as células
de queratindcitos ndo estavam em contato com o fungo (interacdo célula-fungo separados pela
membrana transwell). Este dado pode sugerir que para a expressdo deste gene, e
consequentemente, a liberacdo da citocina GM-CSF € necessario que ocorra o contato célula-
celula entre os queratindcitos humanos e T. rubrum. Desta forma, a liberagdo da citocina GM-
CSF néo foi observada na presenca da transwell, porque ndo houve expressdo do gene CSF2.

Resultados similares foram obtidos por Li e Dongari-Bagtzoglou (2009) ao observar
que a liberacdo de GM-CSF por células epiteliais orais foi dependente de adesdo com C.
glabrata. No referido trabalho, os autores também n&o identificaram a liberagdo de GM-CSF

quando foi realizado o co-cultivo entre células epiteliais e C. glabrata na presenca de suportes
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permeaveis. Sendo assim, este dado corrobora com o resultado apresentado neste trabalho,

indicando a necessidade de adesdo entre fungo-hospedeiro para a liberagdo desta citocina.

6.7 Avaliacdo da viabilidade celular de queratindcitos Hacat desafiados com

lipopolissacarideo bacteriano (LPS).

Outro aspecto importante estudado em relacdo ao gene CSF2 foi o de avaliar se ele
também era induzido por LPS bacteriano da mesma forma que foi induzido por T. rubrum. Para
isso, as células de queratindcitos foram incubadas com diferentes concentracfes de LPS, que
mimetiza a interacdo entre celula e bactérias Gram negativas. A viabilidade celular dos
queratindcitos durante esta interacdo estd mostrada na figura 18.

Figura 18- Ensaio de liberacao de LDH por queratindcitos humanos desafiados com LPS
Sendo HaCat: controle de queratinécitos; **** p < 0,0001.
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E possivel observar na figura 18 que somente a concentracdo de 5 pg/mL em 48h de
incubacdo mostrou-se mais citotdxica para 0s queratindcitos quando comparado ao controle,
apresentando um percentual de liberacdo de LDH superior a 40%. Ja em relacdo as demais
concentracgdes, o percentual de liberacéo foi estatisticamente igual ao controle de queratindcitos
sem a presenca de LPS. Considerando que o percentual de liberagdo de LDH observado durante
a incubacédo de queratindcitos com LPS foi similar ao percentual obtido durante o co-cultivo
com T. rubrum, sugerimos que as concentracdes de LPS utilizadas no experimento foi adequada

para manter a viabilidade celular e, portanto, foram utilizadas nos ensaios futuros.
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6.8 Avaliacdo da expressdao do gene que codifica o receptor TLR4 em queratindcitos

durante a incubagdo com LPS.

Além de avaliar a viabilidade celular dos queratindcitos quando expostos a diferentes
concentracdes de LPS, foi necessario verificar também se as concentracdes de LPS utilizadas
foram suficientes para ativar o receptor padrdo de reconhecimento de patdgenos TLRA4,
especifico para o reconhecimento de LPS. Para isso, foi avaliada a expressdo génica do gene
que codifica este receptor em queratindcitos humanos e os resultados estdo expostos na figura
19.

Figura 19- Avaliacdo da expressao génica do gene TLR4 em queratinécitos HaCat

desafiados com varias concentracdes de LPS. Sendo HaCat: controle de queratindcitos; * p < 0,05;
**p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.
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A figura 19 mostra que o gene TLR4 foi induzido em ambos os intervalos de tempo e
em todas as concentracdes de LPS utilizadas, entretanto sem diferencas estatisticas na

modulacdo entre as concentracdes utilizadas.

De uma forma geral, a ativagdo de TLRs por seus respectivos ligantes é o primeiro
evento molecular da imunidade inata, precedendo e desencadeando a producdo de citocinas,
resposta inflamatoria e uma resposta imune adaptativa. Alguns destes ligantes, denominados de
PAMPs, que apresentam maior carater inflamatorio sdo os lipopolissacarideos, lipoproteinas,
peptideoglicanos e flagelinas derivados da parede celular bacteriana. O LPS, presente na parede

celular de bactérias gram-negativas ¢é detectado pelo receptor TLR4 expresso na superficie de
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células hematopoiéticas, mondcitos, células dendriticas e macrofagos (CHOCHET; PERI,
2017). Além disso, Pivarcsi et. al (2003) mostraram que o receptor TLR4 também esta presente

na epiderme humana e sua expressao € regulada por componentes microbianos.

Desta forma, considerando que as concentracdes de LPS utilizadas foram suficientes
para ativar o gene TLR4 em queratindcitos HaCat, adotamos estas concentragdes como
suficientes para desencadear uma resposta celular e, portanto, prosseguimos com 0s
experimentos de expressao génica para avaliar a modulagdo do gene CSF2 durante a incubagéo
das células com LPS.

6.9 Analise da expressdo génica do gene CSF2 em queratinécitos HaCat desafiados com
diferentes concentracdes de LPS.
A figura 20 mostra a modulagédo do gene CSF2 apds a incubacao dos queratindcitos com

LPS.

Figura 20- Expressdo do gene CSF2 em queratindcitos HaCat desafiados com LPS.Sendo
HaCat: controle de queratindcitos; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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Os resultados mostram a inducdo do gene CSF2 nas concentragdes de 5 pg/mL e 2,5
pg/mL de LPS em 24h. Ja em 48h, observou-se uma reducdo no valor da expressdo génica para
a concentracao de 5 pg/mL e o aumento nos valores de expressdo para as concentracoes de 2,5
pug/mL e 0,5 pg/mL. Entretanto, apesar de o gene CSF2 também ser induzido na presenca de
LPS, os valores de Fold Change foram muito inferiores quando comparado aos valores obtidos

durante o co-cultivo de queratindcitos com T. rubrum (Figura 21).
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Figura 21- Comparativo da modulacéo génica do gene CSF2 em queratinocitos. Sendo: (A)
desafiados com diferentes concentracfes de LPS (B) co-cultivados com T. rubrum; * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
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6.10 Quantificacdo da citocina GM-CSF liberada por queratindcitos humanos durante o

co-cultivo com T. rubrum e desafiadas com LPS.

Foi realizada a quantificagéo da liberagéo da citocina GM-CSF durante o co-cultivo de

queratindcitos humanos com a fase conidial de T. rubrum e quando os queratindcitos foram

desafiados com LPS.

Considerando que em 48h obteve-se melhor modulagdo do gene CSF2, para a

quantificacdo de seu produto génico (GM-CSF) foi acrescido o intervalo de tempo de 54h para

avaliar se havia maior secre¢do da citocina apos um intervalo de tempo maior entre transcricao

e traducdo do gene.
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Os valores de liberacdo da citocina secretada no sobrenadante estdo mostradas na figura
22.

Figura 22- Quantificacéo da liberacéo da citocina GM-CSF do co-cultivo de
gueratinocitos com T. rubrum Quantificacdo da liberacdo da citocina GM-CSF do co-cultivo
de queratindcitos com T. rubrum. * p < 0,05; **** p < 0,0001.
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Os resultados apresentados na figura 22 mostram que em todos os tempos avaliados
houve a liberagdo da citocina GM-CSF durante o co-cultivo de queratindcitos humanos T.
rubrum, obtendo-se maior concentracdo em pg/mL da citocina nos tempos de 48 h (intervalo
de tempo com maior modulacdo do gene CSF2- Figll) e 54 h.

Em relacdo a quantificacdo da citocina GM-CSF do sobrenadante de queratindcitos
desafiados com LPS, observamos que apesar de o gene CSF2 ser expresso nos tempos de 24 e
48 h, ndo foi detectada a liberacdo da citocina GM-CSF em quantidades superiores do limite
minimo de detec¢do (32pg/mL), em nenhuma concentracdo de LPS utilizada (0,5 pg/mL, 2,5

pg/mL e 5 pg/mL) e em nenhum intervalo de tempo utilizado (24, 48, e 54 h)

E recentemente discutido o papel da citocina GM-CSF na resolucdo de respostas
inflamatorias assim como no desenvolvimento de uma inflamagéo crénica (DOUGAN et al.,
2019). Sabe-se que em condi¢Bes normais, esta citocina é detectada em concentragdes muito
baixas, entretanto, hd um aumento no estimulo de sua producdo quando ha algum estimulo
imune, como por exemplo, na presenca de lipopolissacarideos (SHI et al., 2006). Xu et al.,

(2015) discute a importéncia da citocina GM-CSF na manutencdo da homeostase do sistema
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imune, sugerindo que em conjunto com o receptor TLR4 esta citocina possa cooperar na
prevencdo da infeccdo de bactérias gram-negativas em pacientes cirréticos elevando sua

resposta imune.

Nos resultados aqui apresentados, observamos que esta citocina ndo é detectavel sob a
estimulacao de LPS em células de queratindcitos. Entretanto, por ser uma citocina expressa por
diversos grupos celulares e sua funcdo principal ser a de promover a sobrevivéncia,
proliferacéo, ativacdo e diferenciacdo de macrofagos e células dendriticas (SHI et al., 2006),
acreditamos que pela interacdo entre LPS e queratindcitos ser superficial em uma situagéo in
vitro, ainda néo seja suficiente para desencadear uma producdo aumentada desta citocina neste

tipo celular.

Ao contrario do observado durante a interacdo de queratindcitos com LPS, foi
observado que além da forte inducéo do gene CSF2, houve a liberacdo da citocina GM-CSF.
Esta citocina é particularmente importante durante o estagio inflamatorio para a cicatrizacdo de
feridas, sendo que estudos in vitro mostraram que GM-CSF aumenta a proliferagédo de
queratindcitos aumentando a reepitelizacdo para reestruturar a barreira epidérmica
(BARRIENTOS et al., 2008). Este fato pode explicar a expressiva inducdo desta citocina
observada em nossos resultados, pois se sabe que durante a interacdo entre queratinécitos e T.
rubrum ha o dano tecidual devido a penetragdo do fungo e secrecdo de proteases

queratinoliticas.

6.11 Reducao da expressdo do gene CSF2 utilizando Frequéncias Extremamente Baixas

Foram utilizadas as frequéncias extremamente baixas (ELF) desenvolvidas pela
EFFATHA para avaliar se estas eram capazes de reduzir a expressao do gene CSF2 em
queratindcitos humanos, e com isso avaliar o efeito desta menor expressdo do gene no co-

cultivo com T. rubrum.

Para uma melhor visualizagdo em microscopio otico dos efeitos do uso de ELF no co-
cultivo, as células de queratinoctios e T. rubrum foram corados com uma solucdo de May-
Gruwald- Giemsa, e os registros fotograficos dos co-cultivos nos tempos de 24, 48 e 54 h estdo

mostrados nas figuras abaixo.
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Figura 23- Comparativo entre o co-cultivo de queratinécitos humanos com T. rubrum
(A) e queratinocitos humanos com T. rubrum exposto a ELF, nomeados neste trabalho
como ACSF2 (B) por 24 e 48 h. As setas mostram o dermat6fito T. rubrum. Zoom 6ptico 40x
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Figura 24- Comparativo entre o co-cultivo de queratinécitos humanos com T. rubrum
(A) e ACSF2(B) por 54 h. As setas mostram o dermatéfito T. rubrum. Zoom 6ptico 40x.

De acordo com as figuras acima, é possivel observar que em 24 h tanto no co-cultivo
controle (A) quanto no co-cultivo ACSF?2 (B) as células de queratindcitos estavam aderidas no
poco de cultivo e que T. rubrum estava aderido nos queratindcitos. Além disso observa-se maior

desenvolvimento de T. rubrum no co-cultivo ACSF?2.

Ja nos intervalos de tempo de 48 e 54 h, observa-se que somente no co-cultivo controle
(A) as células de queratindcitos estéo viaveis e aderidas ao pogo de cultivo. Ja nos co-cultivos
ACSF2 (B) observa-se que os queratindcitos ndo estdo mais viaveis devido a quantidade minima

de células aderidas ao poco.

Para avaliar se o uso das freglencias havia reduzido a expressdo do gene CSF2 nestes

intervalos de tempo, foi realizado o RT-gPCR.
6.12 Anélise da expressdo génica do gene CSF2 no co-cultivo ACSF2.
Devido ao fato dos queratindcitos ndo estarem viaveis nos co-cultivos ACSF2 nos

tempos de 48 e 54 h, ndo foi possivel extrair o RNA humano nestas condi¢des e, portanto, a

analise de expressao do gene CSF2 foi realizada somente no tempo de 24 h de co-cultivo.

O resultado esta exposto na figura abaixo.

Pagina | 72



Figura 25- Anélise por RT-gPCR da expressdo do gene CSF2 em co-cultivo ACSF2 em
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Conforme observado na figura acima, no co-cultivo ACSF2 houve uma redugdo na
expressao do gene CSF2 de aproximadamente 10 x quando comparado ao controle (co-cultivo).
Estes dados sugerem que o uso das frequéncias desenvolvidas pela Tecnologia EFFATHA foi

capaz de promover a reducdo da expressdo do gene CSF2 em queratindcitos humanos.

De forma complementar, podemos sugerir também que a reducdo da expressdo do gene
CSF2 possa ter contribuido para a morte celular dos queratindcitos nos tempos de 48 e 54 h de
co-cultivo conforme mostrado nas figuras 23 (B) e 24 (B). O gene CSF2, que codifica a citocina
GM-CSF apresenta como uma de suas fungoes, a de conferir tolerancia ao hospedeiro contra o
ataque de patdgenos (LEE; ACHUTHAN; HAMILTON, 2020) e portanto os resultados aqui
apresentados podem indicar que a auséncia deste gene na interacdo dermatofito-hospedeiro
possa levar ao enfraquecimento da defesa celular de queratinécitos humanos ap6s 24 h de co-

cultivo ocasionando a morte celular.

Apds a analise da expressdo do gene CSF2 no co-cultivo ACSF?2, a citocina GM-CSF
também foi quantificada a fim de avaliar se a reducéo da expressdo génica observada também

levou a reducdo da quantidade de citocina secretada no sobrenadante do cultivo celular.
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6.13 Quantificacdo da citocina GM-CSF no sobrenadante do co-cultivo ACSF2

A quantificagdo da citocina GM-CSF foi realizada nos tempos de 24, 48 e 54 h no

sobrenadante celular do co-cultivo (controle) e do co-cultivo 4CSF2. Os resultados estdo
expostos na figura abaixo.

Figura 26- Quantificacéo da citocina GM-CSF liberada no co-cultivo de queratindcitos
humanos com T. rubrum (controle) e no co-cultivo ACSF2
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Conforme mostrado na figura acima, em 24 h ndo houve diferengas estatisticas entre a
liberacdo da citocina GM-CSF no co-cultivo e no co-cultivo ACSF?2. Ja em 48 h observou-se a

reducdo da citocina GM-CSF no co-cultivo ACSF2. A citocina ndo foi detectada no tempo de
54 h.

Analisando estes resultados em conjunto, podemos sugerir que em 24 h de co-cultivo
ACSF?2, apesar da reducdo na expressao do gene CSF2 (Fig.25) os queratindcitos ainda estéo
liberando a citocina GM-CSF no meio de cultivo. Este resultado corrobora com o que foi
mostrado na figura 23 (B) em 24 h que indica que as células ainda estavam aderidas e em
interacdo com T. rubrum. Ja nos tempos de 48 h e 54 h a diminuigéo da concentragéo da citocina
GM-CSF pode ter contribuido para o enfraquecimento da resposta celular dos queratindcitos

contra T. rubrum e consequentemente levado a morte celular conforme mostrado nas figuras 23
(B) e 24 (B).
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Pelo nosso conhecimento, ndo ha ainda nenhum dado na literatura cientifica que avalie
o efeito da reducdo da expressdo génica de CSF2 em células de queratindcitos durante a
interacdo dermatdfito-hospedeiro e nem qual o papel da citocina GM-CSF na defesa celular do

hospedeiro em dermatofitoses.

Conforme discutido anteriormente, sabe-se que GM-CSF € a principal citocina induzida
durante a interacdo entre células epiteliais orais e C. glabrata, porém os mecanismos que
regulam esta resposta imune também s&o poucos conhecidos (LI; DONGARI-BAGTZOGLOU,
2009). Foi possivel mostrar no presente trabalho que o gene CSF2 e a citocina GM-CSF foram

fortemente induzidos na interacdo entre queratinocitos humanos e T. rubrum.

Assim como observado por Li; Dongari-Bagtzoglou, (2009) na interacdo entre C.
glabrata e células epiteiliais orais, a inducdo de GM-CSF também foi dependente de adesdo
entre queratindcitos e T. rubrum e da viabilidade dos conidios do fungo. Além disso, foi
possivel mostrar que a auséncia de GM-CSF ou diminuicdo da expressdo do gene CSF2 pode
ser prejudicial para células de queratindcitos em uma interacdo dermatofito-hospedeiro,

podendo levar a morte celular em uma situacéo in vitro.

Desta forma, sugerimos que CSF2 e seu produto génico GM-CSF sdo importantes para
a defesa celular de queratindcitos humanos contra T. rubrum. De forma complementar, mais
estudos ainda sdo necessarios para concluir a investigacdo do papel desta citocina na resposta
imune de queratindcitos contra T. rubrum assim como os efeitos off-targets do uso de ELF

como ferramentas para a reducdo da expressdo de genes.

Demais estudos também mostraram que o uso de GM-CSF aumentou o efeito
anticandida intracelular de Voriconazol, sugerindo o uso desta citocina como um possivel
adjuvante terapéutico do Voriconazol para o tratamento de infec¢des causadas por C. glabarata
e C. krusei resistentes a Fluconazol (BALTCH et al., 2005, 2008). Estudos futuros também séo
necessarios para avaliar o possivel efeito antifingico de GM-CSF para infec¢des causadas por

T. rubrum.

7. CONCLUSAO

Considerando o conjunto de resultados apresentados é possivel concluir que:
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Dos genes que foram triados anteriormente por RNA-seq envolvidos na resposta
imune inata de queratindcitos, o gene CSF2 foi o que apresentou indugdo mais
expressiva durante o co-cultivo com T. rubrum;

A utilizacdo de T.rubrum em fase conidial e germinativa influenciou de forma
diferente o perfil de expressao de alguns genes do sistema imune inato, assim
como a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias;

O uso de conidios de T. rubrum inativados pelo calor durante o co-cultivo com
queratindcitos demonstrou valores menores de fold change na expressao de
genes de resposta do sistema imune quando comparado aos valores de fold
change obtidos com o uso de conidios viaveis;

A expressdo do gene CSF2 é dependente de adesdo entre queratindcitos humanos
e T. rubrum.

O gene CSF2 apresentou modulacdo mais expressiva quando os queratinocitos
foram co-cultivados com T. rubrum do que quando foram incubados com LPS;
A citocina GM-CSF foi detectada somente no sobrenadante de queratinécitos
co-cultivados com T. rubrum e ndo foi liberada na presenca de LPS.

O uso de frequéncias extremamente baixas (ELF) foi efetiva para a reducdo da
expressdo do gene CSF2, pois durante o co-cultivo de queratindcitos humanos
ACSF2 com T. rubrum a expressdo do gene CSF2 foi reduzida em até 10 x
quando comparado ao controle (co-cultivo sem a frequéncia).

A liberacéo da citocina GM-CSF néo foi detectada no co-cultivo ACSF2 em 54h

enquanto que no controle a liberagédo foi de 700 pg/mL.
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