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RESUMO

O Cryptococcus neoformans € um fungo patogénico humano que afeta
majoritariamente individuos imunossuprimidos. Ele é o agente causador da meningite
criptocécica e tem como principal fator de viruléncia uma cépsula polissacaridica que recobre
sua parede celular. Os componentes desta capsula estdo envolvidos em diversos mecanismos
de escape e de supressdo da resposta imune desenvolvidos pelo fungo, o que leva a uma
resposta ndo adequada da imunidade inata frente a infeccdo com consequente disseminacéo
do patégeno. Dentre estes componentes, a glucoronoxilomanana (GXM) se destaca devido a
grande variedade de modulagdes que a mesma é capaz de exercer em diversos tipos celulares.

Neste trabalho, demonstramos uma nova interagdo entre estes componentes capsulares
secretados e macrdfagos: a inibicdo da secrecdo de IL-1p e da piroptose em macréfagos
previamente ativados. Primeiramente verificamos que estes componentes possuiam a
capacidade de inibir a producdo de IL-1pB, sem interferir na ativacdo fornecida pelo primeiro
sinal — necessaria para a producdo da dada citocina. Caracterizamos parcialmente a molécula
responsavel por esta inibicdo, chegando a uma molécula pequena (menor que 1kDa),
resistente ao calor (121 °C) e polar. Também verificamos que a piroptose dos macréfagos
estimulados era prevenida por estes componentes capsulares, confirmando a interferéncia na
via do inflamassoma destas células. Posteriormente realizamos ensaios para definir o
mecanismo de acdo pelo qual esta interferéncia estava ocorrendo. Verificamos que existiam
depdsitos da citocina intracelular pro-1L-1p e também que a enzima caspase-1 estava ativada
nos macréfagos em contato com os componentes capsulares do C. neoformans. Por ultimo,
realizamos ensaios de interacdo entre os macrdfagos e leveduras de C. neoformans,
observando uma replicacdo intracelular exacerbada do fungo nas células tratadas com os
componentes capsulares. Estes resultados demonstram a presenca de uma molécula com
carater anti-inflamatério, acrescentando mais um mecanismo de modulacdo ao ja extenso

arsenal de fatores de viruléncia expressos pelo C. neoformans.

Palavras chave: C. neoformans, componentes capsulares, inflamassoma, piroptose
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a human pathogenic fungus that affects mainly
immunocompromised individuals. It is the causative agent of the cryptococcal meningitis and
it’s major virulence factor is a polysaccharide capsule that covers it's cell wall. The
components of this capsule are involved in various mechanisms of evasion and suppression of
the immune response developed by the fungus, which leads to an inadequate answer of the
innate immunity to the infection and consequent dissemination of the pathogen. Among these
components, the glucuronoxylomannan (GXM) stands out due to the great variety of
modulations that it is able to perform in several cell types.

In this study, we demonstrated a novel interaction between these capsular
components secreted by the fungus and macrophages: the inhibition of IL-1p secretion and
pyroptosis in previously stimulated macrophages. First, we verified that these components
had the ability to inhibit the production of IL-1B without interfering in the activation led by
the first signal — necessary for the production of this given cytokine. Then we partially
characterized the molecule responsible for this inhibition, discovering that it was a small
molecule (smaller then 1kDa), heat resistant (121 °C) and polar. We also found that the
pyroptosis was being prevented in the stimulated macrophages, confirming the interference in
the inflammasome pathway of these cells. Later we performed tests to define the mechanism
of action by which these interferences were occurring. We found deposits of the intracellular
cytokine pro-IL-1p and also activated caspase-1 enzyme in macrophages that were in contact
with C. neoformans capsular components. Ultimately, we performed interaction tests between
macrophages and yeast cells of C. neoformans, observing an exacerbated intracellular growth
of the fungus inside the cells treated with the capsular components. These results
demonstrated the presence of a molecule with anti-inflammatory character, adding another
modulatory mechanism into the already extensive arsenal of virulence factors expressed by

the C. neoformans.

Key words: C. neoformans, capsular components, inflammasome, pyroptosis
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INTRODUCAO

Infeccbes Fungicas e Criptococose

Os fungos estdo associados a uma ampla variedade de processos patoldgicos, desde
pequenas lesdes na pele e no pulmao até lesdes extensas em diversos 6rgdos do hospedeiro.
Este carater sisttmico das infec¢Bes flngicas geralmente estd associado a hospedeiros que
apresentam imunossupressao, pelo fato da maioria dos fungos ndo serem parasitas primarios e
sim, patdgenos oportunistas. Nas Gltimas décadas foi possivel verificar um aumento na
prevaléncia destas micoses sistémicas, principalmente pelo aumento no numero de
hospedeiros imunossuprimidos, por diversos fatores como: infeccdo por HIV, tratamento
contra rejeicdo de transplante de 6rgdos e tratamento contra cancer, gerando um aumento no
interesse e nos estudos dedicados as mesmas. Além disso, esta previsto que o aquecimento
global trar& uma maior incidéncia de infeccbes flangicas (GARCIA-SOLACHE;
CASADEVALL, 2010).

Por afetar principalmente individuos imunocomprometidos, as infec¢fes flngicas
sistémicas apresentam importancia dentro do ambiente hospitalar. Os principais patégenos
fangicos localizados nestas infeccdes nosocomiais sdo espécies do género Candida e
Aspergillus, seguidos de outros géneros relevantes como Cryptococcus, Fusarium,
Histoplasma, Coccidioides e Paracoccidioides (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014,
PFALLER; DIEKEMA, 2010). Esses patdgenos apresentam-se atualmente como grande
preocupacdo nos centros hospitalares, sendo o género Candida, em hospitais nos Estados
Unidos, 0 quarto patégeno mais encontrado em septicemias e representando entre trinta a
cinquenta por cento de mortalidade, dependendo da apresentacdo clinica (PFALLER,;
DIEKEMA, 2010). O género Aspergillus, por sua vez, apresenta entre cinquenta a noventa
por cento de mortalidade, dependendo do fator que levou o paciente a imunossupressdo (LIN
et. al., 2001). Outro fator preocupante é que, devido a extrapolacdo de tratamentos
imunossupressores e a possivel internacdo de criangas com doengas imunossupressoras, as
infeccdes sistémicas fungicas também se tornaram uma constante em centros pediatricos.
Neste ambito, o género Candida aparece entre 0s principais patégenos mais encontrados em
septicemias, apresentando taxas de mortalidade de cerca de trinta por cento (BRISSAUD et.
al., 2012).
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O Cryptococcus neoformans, agente da criptococose e da meningite criptococica, € um
basidiomiceto, apresentando-se habitualmente na forma de basidio e basidiésporos em seu
habitat natural. Apesar disso, a forma relacionada com a patologia e a mais facil de ser
cultivada é a forma de levedura unicelular (Figura 1). A principal caracteristica desta levedura
é a presenca de uma capsula mucopolissacaridica (LIN, 2009). Diferencas nos epitopos
apresentados nesta capsula subdividem a espécie em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD)
(NAKAMURA et. al., 2000). Os sorotipos D e a hibridizacdo AD sdo denominados de C.
neoformans var neoformans. O sorotipo A, por diferencas genotipicas e por sua elevada
importéncia clinica, é atualmente denominado C. neoformans var grubii. Os sorotipos B e C,
que recentemente foram classificados como uma diferente espécie e apresentam
manifestacdes clinicas distintas dos outros sorotipos, sdo denominados C. gattii (LIN;
HEITMAN, 2006).

Figura 1 — Levedura de C. neoformans corada com tinta-nanquim, com énfase na capsula exterior a parede
celular fungica. Retirado de (MITCHELL; PERFECT, 1995)

Os sorotipos A e D se apresentam distribuidos mundialmente, o sorotipo A sendo
encontrado amplamente distribuido por todo o mundo e o sorotipo D sendo encontrado
principalmente em zonas temperadas (MARTINEZ et. al., 2001). J& os sorotipos B e C se
apresentam restritos nas zonas tropicais e subtropicais (LIN; HEITMAN, 2006). Estas
diferengas geograficas podem ser explicadas se levarmos em consideracdo o0s habitats
ecologicos predominantes de cada espécie. Os sorotipos A e D sdo encontrados em solo,
troncos de arvores, vegetais em processo de apodrecimento e, principalmente, em excreta de
aves, predominantemente em pombos. Este tropismo por esta espécie de ave mundialmente

distribuida pode explicar a distribuicdo mundial destes sorotipos. Em contrapartida 0s
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sorotipos B e C sé&o encontrados predominantemente em folhas de eucalipto, o que explicaria
sua restricao geografica. (SORRELL; ELLIS, 1997; LIN, 2009).

A criptococose é caracterizada como uma micose sistémica que pode ser contraida
tanto por individuos imunocomprometidos quanto individuos higidos, dependendo de qual
sorotipo seja 0 causador da mesma. Neste ambito os sorotipos A e D se apresentam como
patdgenos oportunistas, enquanto os sorotipos B e C se apresentam como patégenos primarios
(IDNURM et al., 2005). Apesar de serem patdgenos primarios, a restricdo geografica do C.
gattii faz com que ele seja responsavel por apenas um por cento dos casos de criptococose
registrados. Ainda ndo se sabe por qual motivo estes sorotipos geralmente nao séo
encontrados em infeccdes de individuos imunossuprimidos. Em contraste, o C. neoformans
var grubii é responsavel por noventa e cinco por cento dos casos de criptococose registrados,
fato parcialmente explicado devido sua ampla distribui¢do geografica e também por sua maior

viruléncia quando comparado ao C. neoformans var neoformans (LIN, 2009).

A infeccdo se da a partir da inalacdo dos esporos, micélios ou ainda leveduras
dessecadas do fungo (LIN; HEITMAN, 2006). As células fangicas, devido ao seu pequeno
tamanho, conseguem atingir os alvéolos. As formas infectantes do fungo ndo possuem grande
resisténcia as barreiras e defesas imunoldgicas do organismo, logo se acredita que é
necessaria uma rapida transformacédo para levedura, que é uma forma mais resistente, para
uma colonizacdo e penetracdo efetiva do fungo no sistema respiratorio (LIN, 2009; SABIIT;
MAY, 2012). Nos tecidos pulmonares ocorre a primeira interacdo entre as células fangicas e o
sistema imune do hospedeiro. Esta interacdo pode resultar em: (1) eliminacdo do fungo,
gerando a cura do hospedeiro; (2) laténcia do crescimento, resultando em infeccdo
assintomatica que pode ser reativada em caso de comprometimento da imunidade do
hospedeiro; (3) restricdo temporéaria do fungo nos pulmdes, gerando infeccdo sintomaética
seqguida de disseminacdo sisttmica (SABIIT; MAY, 2012). O desfecho da doenca entdo
depende de uma série de caracteristicas que envolvem a capacidade imune do hospedeiro e 0s
fatores de viruléncia do patdgeno, sendo a progressdo da infeccdo pulmonar e subsequente
disseminacdo preferencialmente observada em individuos imunossuprimidos, em especial
entre aqueles que portam o virus do HIV (VILCHEZ; FUNG; KUSNE, 2002).

O C. neoformans produz enzimas liticas que promovem a degradacdo da membrana
celular nas células do hospedeiro. Estas enzimas auxiliam na disseminacao do fungo do tecido

pulmonar para a corrente sanguinea (SABIIT; MAY, 2012). Na corrente sanguinea, ja



16

possuindo a capacidade de se disseminar para varios tecidos do hospedeiro, o C. neoformans
pode infectar praticamente qualquer regido do corpo humano, j& tendo sido localizado em:
adrenais, coracgdo, linfonodos, articulagdes, 0ssos, rins, trato gastrointestinal, cavidade ocular
e prostata (MITCHELL; PERFECT, 1995; LIN; HEITMAN, 2006). Porém na grande maioria
dos casos, a levedura apresenta tropismo pelo sistema nervoso central. A causa para este
tropismo permanece desconhecida, porém existem possiveis explicacdes para este fenémeno,
como por exemplo: (1) a presenca de substratos que favorecam o crescimento do fungo; (2) o
fornecimento de um reflgio para o fungo conseguir evadir da resposta imune do hospedeiro;
(3) a presenga de receptores especificos que atraiam mais fortemente o fungo, quando
comparado com outros 6rgdos (LIN; HEITMAN, 2006). Outro fator desconhecido até o
momento € sobre 0 mecanismo utilizado pelo fungo para penetrar a barreira hematoencefalica.
Trés possiveis mecanismos estdo entre as hipdteses mais discutidas: (1) migracdo paracelular,
por meio de dano provocado pela secrecdo de enzimas; (2) migracao transcelular, por meio da
adesdo a células endoteliais microvasculares; (3) modelo cavalo-de-tréia, por meio da
migracdo de um macréfago infectado pelo fungo (CASADEVALL, 2010; KRONSTAD et.
al.,, 2011; SABIIT; MAY, 2012). Este tropismo e capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica elucidam o fato de o C. neoformans ser considerado um dos principais
agentes causadores de meningite e o principal da meningite fangica (PARK et. al., 2009).

Neste contexto, o Cryptococcus neoformans apresenta-se como um dos patdgenos
mais importantes dentro das infeccBes fungicas sistémicas. Assim como Candida e
Aspergillus, o C. neoformans é um patdgeno secundario ou oportunista, usualmente nédo
promovendo doenca e quadro sintomatoldégico em pacientes imunocompetentes. Desta
maneira, sua relevancia dentro da area clinica era restrita, ndo sendo registrados numerosos
casos e nem taxa de mortalidade significativa decorrente de infeccBes, salvo em pacientes
acometidos por cancer. Este quadro mudou ap0s o surto nos casos de AIDS na década de 80,
colocando o C. neoformans no quarto lugar das doencas infecciosas que acometem individuos
portadores do virus HIV, sendo o patégeno flngico que apresenta maior taxa de mortalidade
entre estes pacientes (MITCHELL; PERFECT, 1995; ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES;
BROWN, 2014).

Apesar de ndo ser a doenca fungica com a maior prevaléncia, a criptococose se destaca
por ser extremamente agressiva, dificil de ser combatida e com altos indices de mortalidade,
gracas a meningite criptocécica. A forte correlacdo entre a imunossupressdo provocada pela

infeccdo pelo HIV e altas taxas de infeccdo e morte pelo C. neoformans foi colocada em
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bastante evidéncia ao longo dos anos. Estima-se que anualmente um milh&o de novos casos de
meningite criptocdcica surgem em pacientes infectados por HIV (BROWN et. al., 2014). Esta
severidade da infeccdo € importante em regides onde existe um nimero maior de pacientes
HIV positivos, assim como um menor acesso ao tratamento e acompanhamento desta doenca
(PARK et. al., 2009). Um exemplo claro disso é a distribuicdo dos aproximadamente um
milhdo de casos anuais pelos continentes. Apesar de sua distribuicdo geografica
pancontinental, setenta e cinco por cento das infeccbes por C. neoformans acontecem na
regido da Africa subsaariana, com a regido sudeste da Asia em segundo lugar, com quase

quinze por cento de incidéncia de infeccéo (Figura 2).

The Global Burden of Cryptococcal Meningitis
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Figura 2 — Estimativa de casos anuais de meningite criptocécica em pacientes com HIV. Retirado de (CDC, em
http://www.cdc.gov/fungal/pdf/at-a-glance-508c.pdf)

O impacto da meningite criptocécica ndo se contém apenas a taxa de infeccdo, mas
principalmente a taxa de mortalidade apresentada por estes pacientes infectados. Em um
contexto global, a taxa de mortalidade pela infeccdo aproxima-se dos trinta por cento
(JARVIS; HARRISON, 2007), porém na regido da Africa subsaariana, esta taxa alcanca
incriveis setenta e trés por cento de mortalidade (Figura 3), ultrapassando doencas conhecidas
por sua alta letalidade, como exemplo a tuberculose, e se estabelecendo como a quarta
principal causa de morte de pacientes com HIV nesta regido (PARK et. al., 2009).
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Figura 3 — NGmero de mortes na regido da Africa subsaariana de acordo com a causa, com énfase nos casos de
meningite criptocdcica em individuos com HIV. Retirado de (PARK et. al., 2009)

Se por um lado a meningite criptococica é extremamente fatal em pacientes com HIV
com pouco acesso a terapia antirretroviral, nos paises desenvolvidos as evolucbes nesta
terapia e principalmente uma série de cuidados no manejo destes pacientes estdo sendo
essenciais para uma reducdo nos casos e na taxa de mortalidade desta infecgéo,
principalmente a partir do final da década de noventa (PYRGOS et. al., 2013). Fatores como
agulhas espinais descartaveis, terapias antirretrovirais mais efetivas e uma vigilancia global
destes pacientes vém ajudando no controle e combate da meningite criptococica
(ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES; BROWN, 2014). Apesar das melhorias no manejo da
infeccdo por HIV, isso ndo é o suficiente para controlar a infeccdo por C. neoformans. A
terapia antifungica ainda estd longe de ser a ideal, devido a sua alta toxicidade (JARVIS;
HARRISON, 2007; LIN, 2009). Além disso, existem diversos outros fatores além do HIV
que provocam imunossupressdo e que podem levar o individuo infectado a desenvolver a
meningite criptococica. Em estudo realizado nos Estados Unidos entre 1996 e 2010
(PAPPAS, 2013), aproximadamente dois tercos dos pacientes identificados com criptococose
ndo eram HIV positivos (vinte e oito por cento eram pacientes transplantados e trinta e seis
por cento pacientes normais ou com algum fator imunossupressor, como doencas de base). A
taxa de mortalidade entre os grupos ndo apresentou variagdes, podendo-se inferir que a
mesma porcentagem de pacientes HIV positivos, transplantados e com outros fatores de
imunossupressdo morreram ao longo de um ano (cerca de trinta por cento). E conhecido que
individuos transplantados e com criptococose apresentam baixa taxa de mortalidade, porém

neste estudo estes pacientes também apresentavam varias doengas de base, como diabetes e
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insuficiéncia renal. A maior atengdo se deve ao terceiro grupo, que apresentou grande taxa de
mortalidade mesmo ndo contendo pacientes infectados por HIV e que apresentou quase um
terco de pacientes com criptococose sem nenhum fator de imunossupressdo aparente. No
Brasil, durante o mesmo periodo, esta tendéncia também foi verificada. Em um estudo
realizado em Uberlandia entre 1998 e 2003 (MOREIRA et. al., 2006), apesar de somente
vinte por cento dos pacientes estudados com criptococose ndo serem HIV positivos, cerca de
cinguenta por cento destes foram a ébito, contra setenta e cinco por cento dos pacientes

estudados que eram HIV positivos.

No Brasil os dados epidemioldgicos referentes a criptococose se assemelham aos
encontrados no resto do mundo. O C. neoformans é um dos principais agentes infecciosos em
pacientes com HIV, podendo chegar a ser responsavel por até cinquenta por cento destas
infeccdes. Foi observada também uma reducdo nos casos de criptococose associados com
HIV (PAPPALARDO; MELHEM, 2003). Em relacdo a distribuicdo geografica, pode-se
inferir que € possivel isolar C. neoformans de todas as regibes brasileiras, com énfase na
regido sudeste, devido ao maior numero de estudos realizados nestes estados (QUEIROZ et.
al., 2008).

Fatores de Viruléncia e a Capsula Polissacaridica de C. neoformans

A capacidade de um microrganismo sobreviver dentro de um hospedeiro susceptivel,
coloniza-lo, proliferar e promover uma patologia a partir de um pequeno numero de células é
denominada viruléncia. Fatores de viruléncia sdo considerados certos componentes,
mecanismos ou acles que permitem que o patdgeno alcance a capacidade supracitada
(CROSS, 2008). Existem diversos argumentos contraditorios acerca do que se enquadraria ou
ndo dentro destes fatores. Desde a concretizacdo da teoria do germe e a percepcdo de que
existiam microrganismos que provocavam ou nao a patologia no hospedeiro (patdgeno contra
comensal), tentou se achar quais eram as caracteristicas que separavam estes dois tipos de
microrganismos. Muitos destes achados foram contraditos, principalmente quando se
descobriu o fato de que microrganismos comensais também podiam promover patologias,
porém estes estudos foram essenciais para pavimentar a base de conhecimento atual e
direcionar novos achados. Atualmente o que se busca é um entendimento mais aprofundado
destes fatores de viruléncia, em um contexto molecular, genético e de interagdo com o
hospedeiro, visando alvos especificos para a terapia e prevencdo de infeccdes
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2009; ALLEN et. al., 2014). Existem diversos mecanismos e
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componentes que podem ser classificados como fatores de viruléncia, merecendo ser citados:
toxinas, adesinas, motilidade, capsulas, pigmentos (melanina), mecanismos que favorecem a
apoptose das células do hospedeiro, formacdo de biofilme, possibilidade de crescimento
intracelular, habilidade de promover “quorum sensing”, entre outros (CASADEVALL,;
PIROFSKI, 2009). A resisténcia aos antibidticos ja foi postulada como um fator de viruléncia,
porém hoje é tratada como uma caracteristica a parte, que inclusive tem relac@es intrinsecas
com diversos fatores de viruléncia (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013).

Os fungos apresentam diversos dos fatores de viruléncia citados. Entre eles se
destacam aqueles que permitem que o patégeno fuja do reconhecimento e respostas do
sistema imune. Um dos mais eficazes € a utilizacdo de moléculas que ndo sdo reconhecidas
pelos receptores de células imunes inatas para a formacéo ou protecdo da parede celular. Um
exemplo é a expressao de a-glucana na parede celular da levedura de Histoplasma capsulatum
(RAPPLEYE; EISSENBERG; GOLDMAN, 2007), que recobre outro polimero de glucose, f3-
glucana, que é altamente imunoestimulatorio. Esta fuga também pode ocorrer a partir da
transformacédo do fungo em uma forma néo reconhecida, como é o exemplo da forma de hifa
da C. albicans, que ndo expdem p-glucanas na porcdo externa de sua parede. Outros
mecanismos de evasdo incluem imunomodulacdo do sistema complemento por A. fumigatus e
C. albicans (a partir do recrutamento de moléculas regulatérias do hospedeiro ou moléculas
fangicas que degradam o complemento) ou do balango inflamatério sinalizado pelo sistema
imune (a partir da ativacdo de TLR2 por C. albicans, estimulando uma resposta anti-
inflamatdria) (NETEA et al., 2008; BROWN, 2011). Por Gltimo os fungos podem induzir sua
fagocitose por células ndo especializadas na eliminagdo dos mesmos, como células epiteliais.
Esta fagocitose induzida ajuda fungos como C. albicans, e A. fumigatus a escaparem de
fagdcitos (ROMANI, 2011; BROWN, 2011).

O C. neoformans apresenta varios dos fatores de viruléncia ja comentados, o que o
torna um patdgeno especialista em se aproveitar das brechas fornecidas por um sistema imune
comprometido. Entre esses fatores podemos citar: (1) Crescimento em 37°C; (2) Secrecédo de
enzimas como fosfolipase B (auxilia na desestabilizacdo da membrana celular do hospedeiro),
urease (auxilia na disseminagéo para o sistema nervoso central) e lacase (media a producgéo de
melanina); (3) Presenca de melanina em sua parede celular quando dentro do hospedeiro; (4)
Presenca de uma capsula mucopolissacaridica, que geralmente se apresenta anexada a parede
celular do fungo (LIN; HEITMAN, 2006; KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 2009;

KRONSTAD et. al., 2011). Gragas a esses fatores, o fungo consegue diversas vantagens
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frente a resposta imune, como: (1) Resisténcia contra estresse oxidativo; (2) Evasdo do
reconhecimento imune e fagocitose; (3) Crescimento do fungo dentro de macréfagos do

hospedeiro; (4) “Extrusao” ou “vomocitose”, aonde o fungo ¢ expulso das células sem ativar

uma resposta inflamatoria (BROWN, 2011; KRONSTAD et. al., 2011; ROMANI, 2011).

A cépsula polissacaridica do C. neoformans, um dos seus principais e mais singulares
fatores de viruléncia (CHANG; KWON-CHUNG, 1994; MCCLELLAND; BERNHARDT;
CASADEVALL, 2006), ¢é composta essencialmente  pelos  polissacarideos
glucoronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), além de uma pequena fracdo de
manoproteinas. GXM compdem cerca de noventa por cento da cépsula, possuindo um
tamanho variado e bastante amplo (usualmente entre 1700 a 7000 kDa). GalXM compdem
cerca de oito por cento da capsula e possui um tamanho diminuto quando comparada ao GXM
(entre 100 e 1700 kDa). Mesmo representando uma porcentagem menor na constituicdo da
capsula, GalXM é relativamente mais abundante do que GXM, cerca de duas a trés moléculas
de GalXM por uma de GXM (fato explicado devido ao tamanho bem menor de uma em
relacdo a outra) (MCFADDEN; DE JESUS; CASADEVALL, 2006; ZARAGOZA et. al.,
2009). As manoproteinas compreendem os dois por cento restantes da composicao da capsula.
Existem poucos estudos acerca da importancia destas manoproteinas na estrutura capsular,
mas ja é conhecido o fato que essas moléculas sdo reconhecidas pelo sistema imune, ativando-
0 (PIETRELLA et. al., 2005; ZARAGOZA et. al., 2009; RAMIREZ-ORTIZ; MEANS, 2012).
Apesar do reconhecimento fornecido pelas manoproteinas, a capsula do C. neoformans é
notoriamente conhecida pela sua capacidade de inibicdo da fagocitose desempenhada por
macrdfagos residentes, que sdo a primeira linha de defesa encontrada pelo fungo (KOZEL;
GOTSCHLICH, 1982). Na verdade, a capsula se mostra como a principal forma de defesa do
fungo contra o hospedeiro, sendo que o primeiro responde dinamicamente e aumenta a sintese
de sua capsula frente a situaces impostas pelo segundo, como: (1) Baixa quantidade de ferro;
(2) Acidificacdo do pH no meio; (3) Baixa quantidade de glicose; (4) Hipoxia
(FELDMESSER; KRESS; CASADEVALL, 2001; O'MEARA; ALSPAUGH, 2012). Relatos
indicam que este aumento no tamanho da cépsula é importante para a sobrevivéncia do C.
neoformans dentro das células do hospedeiro, gracas a capacidade adquirida de resistir as
especies reativas de oxigénio geradas pela resposta imune, como exemplo (ZARAGOZA et.
al., 2008).

Porém ndo é somente para ficar na defensiva que o C. neoformans sintetiza sua

capsula. J& sdo bem descritas as acfes que a GXM exerce sobre as células e moléculas do
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sistema imune, inibindo ou abortando totalmente o pleno funcionamento das mesmas. Estas
intervencbes podem ocorrer em Vvarios niveis de complexidade e interferir em fungdes
distintas, tanto na imunidade inata quanto adaptativa (MONARI; BISTONI,;
VECCHIARELLI, 2006; VECCHIARELLI et. al., 2013). Podemos citar como exemplos: (1)
Interferir na deposicdo de complemento C3 na superficie do fungo, a partir da modificagéo do
volume e compactacdo da cépsula, chegando até a internalizar esta molécula em suas
camadas, impedindo assim sua funcdo opsonizadora (ZARAGOZA; TABORDA,;
CASADEVALL, 2003); (2) Inibir a adesao de neutréfilos ao epitélio ativado, interferindo nas
integrinas dos neutrofilos quanto nas selectinas do epitélio (ELLERBROEK et. al., 2002,
2004); (3) Reduzir a producéo de quimiocinas por neutrofilos (MONARI et. al., 2002); (4)
Reduzir a proliferacdo e atividade de linfocitos T, tanto na apresentacdo de antigenos por
células dendriticas quanto na presenca de mitdgenos diretos, por meio de mecanismos que ndo
incluem a morte celular destes linfocitos (MARIANO-ANDRADE et. al., 2003; YAUCH;
LAM; LEVITZ, 2006); (5) Reduzir diretamente a ativacdo e producdo de moléculas co-
estimulatorias em macréfagos e células dendriticas, especialmente MHC de classe Il
(VECCHIARELLI et. al., 2003; MONARI et. al., 2005a); (6) Promover a apoptose de
linfocitos T, a partir da ativacdo da via Fas em macréfagos (MONARI et. al., 2005b). Essas
intervengdes servem para elucidar fatos como a reducdo na migragdo celular leucocitaria
(LIPOVSKY et. al., 1998) e a diminuicdo das respostas pré-inflamatorias durante a infec¢do
(VECCHIARELLI et. al., 1996), novamente demonstrando como a céapsula e seus

componentes sdo o principal fator de viruléncia do C. neoformans.

Receptores da Imunidade Inata e Interac6es com o C. neoformans
Como j& demonstrado, os fatores de viruléncia desempenham funcgdes essenciais no

estabelecimento da doenga no hospedeiro, porém nao sao a Unica variavel importante no curso
de uma infec¢do. O desenvolvimento de resposta imunologica competente indica também
qual serd o progndstico que o hospedeiro apresentara quando em contato com o C.
neoformans. Neste aspecto a imunidade inata apresenta importante funcdo, por modular a
resposta adaptativa e ser a primeira linha de defesa do hospedeiro contra o patdgeno. O
sistema imune inato é composto basicamente por células epiteliais, células fagocitarias e
proteinas microbicidas, sendo que estes atuam por trés mecanismos distintos: barreira fisica
contra a entrada de microrganismos; protecdo de fagdcitos residentes no subepitélio e

circulantes; proteinas microbicidas na circulagdo sanguinea (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
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2012). Dentro de um processo infeccioso promovido pelo C. neoformans, as trés principais
células da resposta imune inata possuem papeis distintos. Células dendriticas funcionam como
uma das primeiras linhas de defesa localizadas no pulmdo do hospedeiro, agindo no
reconhecimento e internalizacdo do fungo. Na criptococose estas células sdo responsaveis
pela comunicagdo entre a resposta imune inata e adaptativa, a partir da apresentacdo de
antigenos para a ativacdo de linfécitos T especificos contra o C. neoformans (WOZNIAK;
VYAS; LEVITZ, 2006; VOELZ; MAY, 2010). Os neutréfilos funcionam como um ataque
direto contra o fungo, produzindo espécies reativas de oxigénio e peptideos antimicrobianos.
Na criptococose estas células ndo sdo consideradas essenciais na acdo microbicida contra o
fungo, devido ao seu pequeno numero localizado no tecido pulmonar. Macréfagos, assim
como as ceélulas dendriticas, funcionam como uma primeira linha de defesa localizada no
pulméo, reconhecendo e fagocitando o fungo (VOELZ; MAY, 2010).

Atualmente os macrofagos vém sendo considerados o tipo celular mais importante
para o desfecho da criptococose, devido a interacdo peculiar que o fungo tem com eles.
Primeiramente, foi gracas ao estudo entres essas interacdes que se descobriu que o C.
neoformans agia como um patdgeno intracelular facultativo (FELDMESSER; TUCKER;
CASADEVALL, 2001). A partir desta descoberta, varias outras interacdes, algumas delas
unicas, foram observadas entre o fungo fagocitado e o macréfago, merecendo citacdes: (1)
Permisséo da fusdo do fagossomo com o lisossomo e de sua acidificagéo; (2) Capacidade de
permanéncia e proliferagdo no fagolisossomo ativado; (3) Expulsdo ou “extrusdao” do interior
do macrofago sem a lise do mesmo, a partir de mecanismos independentes do citoesqueleto de
actina; (4) Transferéncia do fungo do interior de um macréfago para o interior de outro; (5)
Disseminacdo sistémica a partir da permanéncia do fungo no interior do macréfago (VOELZ;
MAY, 2010). E possivel perceber que todas as interagdes supracitadas apresentam uma
vantagem para o fungo frente a resposta do hospedeiro, que resiste a fun¢do dos macréfagos
de internalizar, conter e matar patdégenos durante o primeiro contato na infeccéo, tornando o
interior desta célula um local propicio para seu crescimento e disseminacdo. Neste sentido,
estudos demonstraram que a deplecdo de macrofagos diminuia a disseminacdo do fungo,
sendo benéfica para o hospedeiro durante a criptococose (KECHICHIAN; SHEA; DEL
POETA, 2007; CHARLIER et. al., 2009), enquanto outros estudos demonstraram que
diferencas na atividade dos macrofagos (acdo efetora, permissividade ao crescimento
intracelular e capacidade fagocitica) refletiam no prognostico do hospedeiro (SHAO et. al.,
2005; ZARAGOZA et. al., 2007). Desta maneira, todos esses estudos corroboram a grande
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importancia que a interacdo entre o C. neoformans e os macrofagos tem no desfecho da

criptococose.

A ativacdo da resposta fagocitica e microbicida dos macrofagos é na maioria das vezes
estimulada pelo reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPS).
PAMPs sdo estruturas moleculares exclusivas e geralmente essenciais para 0S
microrganismos. A habilidade de reconhecimento destes PAMPs pela imunidade inata é
inerente ao organismo, ou seja, ele consegue expressar receptores para 0s PAMPS em
qualquer ciclo de sua vida. O fato de estes PAMPSs serem essenciais para a sobrevivéncia dos
microrganismos limita as tentativas de evasdo do mesmo, visto que estas estruturas devem
estar sempre presentes e, na grande maioria das vezes, inalteradas dentro da estrutura
microbiana. Em relagdo aos fungos, os principais PAMPs reconhecidos sdo estruturas de
parede celular. Polissacarideos (quitina, manana e glucanas) e proteinas sintetizados durante a
formacdo da parede celular estdo entre os PAMPs mais estudados em infeccdes fungicas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; KUMAR; KAWALI; AKIRA, 2011).

O reconhecimento dos PAMPs é realizado por Receptores de Reconhecimento Padrao
(PRRs), que sdo expressos em diversas ceélulas do sistema imune, principalmente em
macrdfagos e células dendriticas. Os PRRs sdo divididos em vérias classes, porém todas
apresentam certas especificidades, como o fato de reconhecerem seletivamente PAMPs e
padrdes moleculares associados a dano (DAMPSs), bem como o fato de serem expressos a
partir de genes constitutivos, ou seja, independem de fatores etarios ou de memoria
imunolodgica. Essas diversas classes conferem aos PRRs a habilidade de reconhecerem
moléculas de diferentes espécies de patdgenos, tanto no meio intracelular quanto extracelular.
Apesar de apresentarem certa seletividade, a especificidade dos PRRs € extremamente
reduzida quando comparada a apresentada pelos receptores das células de resposta adaptativa
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

Entre as familias conhecidas de PRRs, a mais bem descrita é a dos receptores Toll-like
(TLRs). Os TLRs foram primeiramente identificados em espécies de mosca do género
Drosophila, onde desenvolviam um papel importante em seu desenvolvimento embrionario.
Algum tempo depois se descobriu que este receptor desempenhava um papel antifingico
essencial, bem como outro receptor semelhante apresentava funcdo antibacteriana. Estes
foram os primeiros indicios do papel imunoldgico exercido por esta classe de PRR.

Atualmente existem doze receptores identificados em mamiferos pertencentes a classe dos



25

TLRs, sendo que destes, dez sdo expressos em humanos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010;
BOWIE; O’NEILL, 2000). Por conta de sua ampla diversidade quanto as classes, os TLRs
sdo capazes de reconhecer DAMPs e PAMPs de praticamente todos os tipos de patdgenos
como micobactérias, bactérias, fungos, virus e parasitas (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI,
2006).

Alguns TLRs ja foram descritos como sendo capazes de reconhecer PAMPSs presentes
no C. neoformans, sendo eles os TLRs 2, 4 e 9. Os TLRs 2 e 4 estdo presentes no
reconhecimento de GXM, da capsula polissacaridica, enquanto que o TLR9 apresenta-se
importante no reconhecimento do DNA fangico (CUNHA; ROMANI; CARVALHO, 2010).
Apesar de promoverem o reconhecimento da célula fangica, os TLRs apresentam na grande

maioria dos estudos resultados negativos quanto a importancia no combate a infeccéo.

Neste contexto, TLR2 apresentou resultados contraditérios, sendo visto primeiramente
como importante no reconhecimento de C. neoformans. Nestes estudos 0s animais nocaute
para TLR2 apresentaram uma mortalidade maior e uma producéo diminuida de citocinas pro-
inflamatdrias por macrofagos frente a infeccdo fungica (YAUCH et. al., 2004; BIONDO et
al., 2005). Porém outro estudo demonstrou que o nocaute de TLR2 em camundongos nédo
alterava o perfil de citocinas produzidas e nem alterava a gravidade da infecgdo no pulméo,
quando comparado a animais controle, creditando assim pouca importancia no papel do TLR2
frente ao reconhecimento do fungo (NAKAMURA et al., 2006). Interessantemente todos os
estudos acima também demonstraram que o TLR4 apresentava pouca importancia no
reconhecimento do C. neoformans, sendo que a delecdo do receptor ndo gerava alteracdes no
perfil de citocinas expressas por células dendriticas e por macréfagos, assim como ndo
alterava a mortalidade do hospedeiro, corroborando com estudo anterior (SHOHAM et. al.,
2001). O TLR9 é tido como responsavel no balango entre a resposta Thl vs Th2, sendo visto
como protetor diante a criptococose gracas a uma polarizacdo da resposta Thl, com aumento
das citocinas 1L12 e TNF, assim como aumento na producdo de NO por macrofagos
(NAKAMURA et. al., 2008; WANG et. al., 2011). Apesar da ativacdo da imunidade inata, o
reconhecimento pelo TLR9 ndo se traduz em um combate efetivo contra o fungo durante o
inicio da infecgdo, mas se mostra essencial para a montagem da resposta adaptativa. Esta
resposta entdo leva a uma diminuicdo da carga fungica pulmonar presente no hospedeiro
durante a infeccdo tardia (ZHANG et. al., 2010).

Outra familia importante de PRRs é a familia dos receptores do tipo C-lectina (CLRs).

Diversos receptores, com variadas estruturas e vias de sinalizacdo, fazem parte desta familia,
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explicando o fato dela ser importante para o reconhecimento de basicamente todos os tipos de
patdgenos, especialmente fungos. Outra importancia dos CLRs é a gama de variadas respostas
que cada um destes receptores desencadeia quando ativado, 0 que ajuda em uma resposta
diversificada do sistema imune inato (GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2009). Entre os CLRs
que séo capazes de reconhecer componentes do C. neoformans, merecem serem citados 0s
receptores dectina-1, dectina-2 e receptor de manose.

Dectina-1 é o Unico receptor descrito até 0 momento capaz de reconhecer B-glucana,
que € o principal componente da parede celular fingica. Apesar de sua enorme importancia
para o reconhecimento de diversos patdgenos fungicos, durante a criptococose a auséncia
deste receptor nédo trouxe nenhum agravamento na condig¢éo do hospedeiro (NAKAMURA et.
al., 2007). Dectina-2 é um receptor capaz de reconhecer mananas, que estdo presentes tanto na
parede celular quanto na cépsula do C. neoformans, porém em pequenas quantidades.
Dectina-2 foi o primeiro dos CRLs a ser associado com uma resposta predominantemente pro-
inflamatoria (TAYLOR et. al., 2005), e durante a criptococose este fato foi confirmado. Um
estudo recente demonstrou que a delecdo de dectina-2 durante a infecgcdo pelo C. neoformans
in vitro promove uma queda drastica na resposta pro-inflamatdria, enquanto que in vivo
promove um aumento na resposta anti-inflamatoria (NAKAMURA et. al., 2014). Por ultimo o
receptor de manose é um receptor capaz de reconhecer manoproteinas, que sdo um dos
principais constituintes da cépsula (MANSOUR; SCHLESINGER; LEVITZ, 2002;
MANSOUR; LATZ; LEVITZ, 2006). Gragas a esta capacidade de reconhecimento, a ativacao
dos receptores de manose leva a protecdo do hospedeiro contra a criptococose, com um
desfecho melhor do hospedeiro, menor carga flngica e uma maior migracao de linfocitos T
para o local primério da infeccdo (DAN et. al., 2008).

Um dos principais desfechos na ativacdo dos receptores previamente comentados € a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB. A ativacdo do NF-kB promove a translocagdo desta
proteina do citoplasma para o ndcleo, aonde ela ird exercer sua funcao, ativando a transcri¢éo
de genes (Figura 4). Quando esta ativacdo € promovida por PAMPs, ela é conhecida como
ativacdo classica, sendo que este tipo de ativacdo promove a transcricdo de fatores e
componentes pro-inflamatorios. Sendo assim, é valido dizer que a ativagdo do NF-xB é de
extrema importancia para a montagem de uma resposta eficaz contra infeccdes fungicas,
gracas ao direcionamento do sistema imune para uma resposta pro-inflamatoria, com destaque
para a producdo de enzimas como INOS, moléculas de adesdo como ICAM e citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1B (BONIZZI; KARIN, 2004).
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Figura 4: Esquema simplificado da via de sinalizacdo promovida pela ativacdo de TLRs e CLRs, finalizando na
ativacdo de NF-kB (modificado de ROMANI, 2011)

Inflamassoma e seus Receptores

Outra familia de receptores de extrema importancia para o reconhecimento de
infeccdes € a dos receptores do tipo NOD (NLRs). Todos os integrantes desta familia se
localizam na porcdo citoplasmatica das células, sendo considerados extremamente
importantes no combate contra bactérias e virus, a partir do reconhecimento de PAMPs destes
patdgenos, quando internalizados (KAPARAKIS; PHILPOTT; FERRERO, 2007). Os NLRs
podem ser divididos em trés subtipos distintos, denominados NOD; NLRP e IPAF
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

A grande maioria dos receptores que compdem esta familia ainda nao foi
extensamente estudada, o que gera um acumulo de funcBes e mecanismos que ainda nao
foram completamente elucidados. Um dos fatores mais estudados, ao se tentar entender a
importancia destes receptores, foi a de como os NLRs de mamiferos se assemelhavam e se
diferenciavam com os de vegetais. Estudos tentaram entender como, apesar da semelhanca
estrutural entre estes receptores, 0s NLRs nos vegetais possuiam atividades muito mais
amplas e a0 mesmo tempo especificas quando comparados com os NLRs de mamiferos,
capazes de reconhecerem uma gama menor de ligantes (MAEKAWA,; KUFER; SCHULZE-
LEFERT, 2011; BONARDI et. al., 2012). Outra questdo bastante abordada era sobre a

importancia dos NLRs em relagdo a manutencdo da microbiota do hospedeiro e a tolerancia



28

contra ela, levando em consideracdo a importancia destes receptores no reconhecimento de
bactérias, especialmente nas mucosas e epitélios (KAPARAKIS; PHILPOTT; FERRERO,
2007). Atualmente tem-se que os subtipos NOD sdo responsaveis por este controle da
microbiota no sistema gastrointestinal, sendo que mutacGes nestes receptores levam a uma
perca de tolerancia e a inflamacdes cronicas (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009).

Outro subtipo dos NLRs, o NLRP, é conhecido devido & habilidade de seus receptores
de reconhecerem uma ampla variedade de DAMPs. DAMPs sdo sinais de perigo que ndo
derivam diretamente de um patégeno, mas sim do possivel dano que ele ou outras patologias
trazem as células do hospedeiro. Desta maneira, € possivel destacar algumas aces destes
sinais, como: (1) sendo liberados pelas células do hospedeiro apdés uma morte ndo
programada, ou propositalmente por células do sistema imune; (2) sendo ativadores do
sistema imune inato; (3) sendo responsaveis pela reposicdo da homeostasia. Os DAMPSs séo
em sua grande maioria de origem intracelular, podendo ser encontrados ap0s 0 rompimento
das células (proteinas de grupo de alta mobilidade — HMGBL1) ou ap6s serem secretados pelas
mesmas (proteina do choque térmico — HSP). Essas moléculas podem ser proteicas
(complemento C3a) ou ndo (RNA prdprio ou adenosina trifosfato — ATP) (BIANCHI, 2007;
TANG et. al., 2012). Neste contexto, o reconhecimento destes DAMPs pelos NLRP ¢ de vital
importancia para a manutencdo da homeostasia, principalmente por meio de respostas
inflamatorias exacerbadas. Esta funcdo dos NLRP foi comprovada a partir da constatacdo de
que estes receptores tem a capacidade de se oligomerizar, formando um complexo proteico
denominado inflamassoma (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Inflamassoma é o termo designado para nomear um complexo proteico com alta massa
molecular capaz de ativar caspases pro-inflamatorias. Existem diversos receptores capazes de
gerarem inflamassomas, o que faz com que diversos tipos de DAMPs e PAMPs sejam
responsaveis pela ativacdo destes inflamassomas (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009).
Entre os principais inflamassomas podemos citar: NLRP1b, responsavel por reconhecer e
combater toxinas de Bacillus anthracis (BOYDEN; DIETRICH, 2006); NLRC4,
inflamassoma gerado a partir da ativacdo de um receptor do subtipo IPAF que é capaz de
reconhecer um padrdo presente na flagelina (MIAO et. al., 2006) e em outras proteinas
presentes no aparato secretério de bactérias como Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Legionella pneumophila e Shigella flexner (MIAO et. al. 2010); NLRP6, que
assim como os receptores NOD, apresenta uma relacdo intima com a manutencdo da

microbiota intestinal, provavelmente a partir do controle da secrecdo de muco
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(WLODARSKA et. al.,, 2014); e NLRP3, que € o principal inflamassoma estudado
atualmente, devido a sua importancia em diversas patologias e sua capacidade de ser ativado

por infeccBes bacterianas, virais, parasitarias e fungicas (LAMKANFI; DIXIT, 2012).

Devido a esta grande diversidade de ativadores do inflamassoma NLRP3, é postulado
que estes microrganismos ativem este receptor de maneira indireta, através de DAMPSs
liberados a partir de danos gerados durante a infeccdo. Corroborando com este pressuposto,
estudos descobriram que diversos DAMPs como ATP, cido Urico, cristais de colesterol, entre
outros, sdo capazes de ativar o NLRP3. Como mais uma evidéncia, também foi constatado
que irritantes ambientais como silica, amianto e radiacdo UVB eram capazes de ativar o
inflamassoma NLRP3 (SCHRODER; TSCHOPP, 2010; BAUERNFEIND; HORNUNG,
2013). Ainda assim, a hip6tese da ativacdo do inflamassoma pelos DAMPs ainda ndo explica
como moléculas que ndo compartilham nenhum padrdo em comum sdo capazes de ativar um
unico receptor. Desta forma, gracas a estudos que demonstraram que alguns fenémenos sao
essenciais para o funcionamento do inflamassoma, surgiram trés modelos hipotéticos para a
ativacdo do NLRP3: (1) a partir do efluxo de potassio (PETRILLI et. al., 2007) e outros ions
(LAMKANFI; DIXIT, 2012); (2) a partir da produgdo de reativos de oxigénio (ROS)
mitocondriais (ZHOU et. al., 2011); (3) a partir da desestabilizacdo de fagolisossomos, com a
liberacdo de catepsina B (HENTZE et. al., 2003). Apesar das evidéncias, estes trés modelos
possuem algumas lacunas (DOSTERT et. al., 2009; BAUERNFEIND et. al.,, 2011,
LAMKANFI; DIXIT, 2009), ndo conseguindo elucidar a ativagdo do inflamassoma NLRP3
isoladamente, o que sugere mecanismos de redundancia ou ainda ndo propostos. Mesmo toda
a gama de ligantes tendo sido reduzida a trés mecanismos, ainda assim estes mecanismos
apresentam produtos muito distintos entre si, 0 que novamente reforca que a ativagdo do
NLRP3 que conhecemos até o momento é indireta, necessitando de adaptadores ainda
desconhecidos para a ligacdo direta com o receptor (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Sob o ponto de vista estrutural, o inflamassoma NLRP3 é composto de um receptor
(NRP3), uma proteina adaptadora (ASC) e uma proteina efetora (caspase-1). A ativacdo
classica deste inflamassoma, como descrita acima, envolve a ativagdo do receptor NLRP3,
levando ao recrutamento e interacdo com o adaptador ASC, que por sua vez recruta a pro-
caspase-1, fazendo uma ligacdo entre estas proteinas. A ligacao das pro-caspases-1 promovem
uma auto clivagem da mesma, gerando a caspase-1, proteina ativa que exerce a fungéo efetora
do inflamassoma. Sob o ponto de vista funcional, o inflamassoma NLRP3 é responsavel pela

clivagem das citocinas pro-IL1B e pro-1L18, promovendo a secre¢do de suas partes ativas IL-
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1B e IL-18, respectivamente (SCHRODER; TSCHOPP, 2010; MARTINON; MAYOR,
TSCHOPP, 2009).

Apesar de parecer uma via de sinalizagdo bastante direta, o inflamassoma é regulado
em dois momentos diferentes, necessitando de sinais especificos para a sua total ativacdo e
funcionamento. Primeiramente é importante saber que os niveis de NLRP3 expressos nos
mais diversos tipos celulares s&o, na grande maioria das vezes, extremamente baixos, sendo
necessario um sinal prévio para que haja a producdo de um numero suficiente destes
receptores para a oligomerizacéo do inflamassoma. Este sinal é fornecido a partir da ativacdo
do NF-kB, que induz a producdo de NLRP3, assim como também aumenta a producéo de pro-
IL1B e pro-1L18, substratos necessarios para a acdo do inflamassoma, como visto acima. O
segundo sinal é o sinal j& discutido previamente, ou seja, a ativacdo do NLRP3 em si (LATZ;
XIAO; STUTZ, 2013, LAMKANFI; DIXIT, 2012).
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Figura 5: Esquema simplificado da ativacdo e agdo do inflamassoma NLRP3 (retirado de MARRACK,
MCKEEC, MUNKS, 2009)
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Gragas a répida liberacdo das citocinas IL-1p e IL-18, é possivel afirmar que a
ativacdo do inflamassoma leva a uma resposta intensamente pro-inflamatéria, o que em um
primeiro momento é benéfico no combate de determinadas infeccdes (GARLANDA,;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013), mas que em longo prazo pode gerar mais danos do que
beneficios ao hospedeiro. Este fato explica a necessidade de um controle rigido sobre essa via

de sinalizag&o.

O Papel do Inflamassoma NLRP3 em Infec¢fes Fungicas

Desde a descoberta dos inflamassomas e de seu papel essencial no combate as
infeccdes, diversos estudos foram realizados buscando a importancia deles nas respostas
imunes contra patdgenos fangicos. Devido a sua importancia clinica, a C. albicans foi o
primeiro patégeno no qual este complexo multiprotéico foi analisado. Em um Gnico ano, trés
estudos foram publicados (GROSS et. al., 2009; HISE et. al., 2009; JOLY et.al., 2009),
descrevendo os receptores (TLR-2 e dectina-1), as vias de sinalizacdo (SyK dependente) e os
mecanismos para ativacdo (producdo de ROS, efluxo de potassio e liberacdo de catepsina B)
envolvidos. Mas o principal achado que os trés estudos compartilharam foi o de que o
inflamassoma NLRP3, por sua via de ativacdo cléassica (ativacdo do adaptador ASC e da
proteina caspase-1), era o responsavel pelo reconhecimento e combate da C. albicans. Outro
resultado que estes estudos compartilhavam era de que, havendo deplecdo de qualquer uma
das principais proteinas do inflamassoma NLRP3, havia um desfecho pior da infec¢do para o
hospedeiro. Um estudo realizado posteriormente corroborou os dados encontrados e mostrou
que a ativacdo do inflamassoma era crucial para uma polarizacdo Th1l/Thl7 da resposta
adaptativa, que € conhecidamente protetora contra o fungo (VAN DE VEERDONK et. al.,
2011). Finalmente novos estudos surgiram demonstrando que, além do NLRP3 e sua ativacao
classica, outras vias também sdo importantes contra a C. albicans, como o inflamassoma
NLRC4, em infeccBes orais (TOMALKA et. al., 2011), e a via da ativacdo ndo candnica do
NLRP3, contra componentes de parede do fungo (GANESAN et. al., 2014). Apesar destes
novos estudos, a importancia destas novas vias ndo esta completamente elucidada, mantendo

o inflamassoma NLRP3 como central no combate a candidiase.

A importancia do inflamassoma NLRP3 também foi investigada em diversos outros
géneros de fungos. O reconhecimento da forma hifal do A. fumigatus, causador da segunda

infeccdo fangica mais prevalente, promove uma ativagdo do NLRP3, sendo esta dependente
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da via SyK (e consequentemente da ativacdo de dectina-1), a producdo de ROS e o efluxo de
potassio (SAID-SADIER et. al., 2010). Fungos causadores de dermatofitoses também foram
investigados. O inflamassoma NLRP3 se mostrou importante no combate contra
Trichophyton schoenleinii (LI et. al., 2013) e Microsporum canis (MAO et. al., 2014), sendo
que seus trés mecanismos de ativagcdo propostos sdo essenciais para o funcionamento do
mesmo. O estudo realizado com o M. canis também indicou a necessidade da ativacdo de
dectina-1 e da via SyK, sendo que esta necessidade também foi encontrada para algumas
especies do género Malassezia, um fungo comensal causador de infeccGes cutaneas
(KISTOWSKA et. al., 2014). Saindo das infec¢Oes oportunistas, nosso grupo verificou a
importancia do NLRP3 contra o Paracoccidioides brasiliensis, um fungo termodimérfico que
atua como patdgeno primario na América Latina. Novamente foi verificada a importancia de
dectina-1, SyK e dos trés mecanismos propostos de ativacdo do inflamassoma (TAVARES et.
al., 2013). Juntos, todos esses estudos reforcam a importancia ja conhecida do receptor
dectina-1 contra infeccBes fangicas, acrescentando o inflamassoma NLRP3 como outro

componente central na imunidade antiflngica.

Tabela 1: Fungos estudados quanto a ativacdo do inflamassoma, com énfase nas condic8es para tal ativacao.
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Com o C. neoformans ndo é diferente. O primeiro estudo com criptococose revelou
que uma cepa proveniente de infecgdo néo era capaz de ativar o inflamassoma NLRP3, em
sua forma usual de levedura capsular. No entanto, quando o fungo era induzido a formar
biofilme, a ativacdo do inflamassoma era observada. Enquanto nenhuma producéo
significativa de IL-1B era observada quando células do sistema imune interagiam com as
leveduras, a interacdo com a forma de biofilme levava a altas produgdes desta citocina, sendo
esta producdo dependente da ativacdo classica do NLRP3, ou seja, sendo necessaria a ativacdo
do receptor NLRP3, do adaptador ASC e da proteina caspase-1. Foi verificado também que
esta ativacdo era dependente dos mecanismos propostos para a ativacdo do inflamassoma, ou
seja, a inibicdo na producdo de ROS, o bloqueio do efluxo de potassio e o impedimento da
liberacdo de catepsina B impediam a producéo de IL-1p frente a infecg¢do pelo biofilme do C.
neoformans. Ultimamente, o estudo também demonstrou que a delecao do receptor NLRP3 ou
do adaptador ASC levava ao agravamento da criptococose no hospedeiro, indo de
concordancia com os resultados encontrados para candidiase (LEIl et. al., 2013).
Recentemente um trabalho trouxe a luz sobre algumas peculiaridades referentes a ativacéo do
inflamassoma pelo C. neoformans. A partir da infeccdo por leveduras de uma cepa acapsular,
0 padréo de ativacdo do inflamassoma e suas consequéncias permaneceram as mesmas do
estudo anterior. As novidades ficaram por conta da demonstracdo de que era necessario o
fungo viavel para a ativacdo do inflamassoma e de que a reposicdo artificial da capsula na
cepa inibia esta ativacdo (GUO et. al., 2014). Juntos, os estudos demonstram que o C.
neoformans ativa o inflamassoma NLRP3 e que o mesmo € importante para 0 hospedeiro no
combate a infec¢do. Mais importante, ambos demonstram que a presenca da capsula ou de
seus componentes parece ser decisiva na defesa do fungo, a partir da inibicdo da ativacdo do
inflamassoma, provavelmente pela prevencdo de reconhecimento dos PRRs de membrana

plasmatica.
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OBJETIVOS

Geral

Tendo em vista a inatividade do sistema inflamassoma em macrofagos perante a
infeccdo por C. neoformans, este trabalho visa aprofundar os conhecimentos acerca da
interacdo entre os componentes capsulares secretados pelo C. neoformans e o sistema

inflamassoma NLRP3, principalmente no que tange a inibicéo da ativacdo do mesmo.

Especificos

e Isolamento e caracterizacdo parcial da molécula(s) capsular(es) responsavel pela
inibicdo do inflamassoma NLRP3

e Investigacdo do possivel mecanismo de acdo da inibicdo exercida por esta(s)
molécula(s)

e Verificacdo das interacfes adicionais entre 0s componentes capsulares e 0s
macrofagos, sob o ponto de vista funcional dos mesmos perante infeccdo por C.
neoformans
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METODOLOGIA

Animais

Os animais utilizados para o estudo foram camundongos da linhagem C57BL/6 com 8
a 12 semanas de idade, obtidos por meio de endocruzamento (linhagem isogénica). A
linhagem C57BL/6 é amplamente utilizada em modelos de estudo para infecgdo por C.
neoformans, sendo considerada uma linhagem susceptivel a infeccdo quando nesta idade,
apresentando resposta imune polarizada para Th2 (BLACKSTOCK; MURPHY, 2004; CHEN
et. al., 2008). Todos os camundongos foram criados no biotério do Instituto de Biologia —

UnB, sendo mantidos em padrio sanitario, recebendo agua ¢ alimentagdo “ad libitum”.

Cryptococcus neoformans

Foram utilizadas trés cepas de C. neoformans, H99 (C. neoformans var. grubii
sorotipo A), B3501 (C. neoformans var. neoformans sorotipo D) (KWON-CHUNG;
VARMA, 2006) e CAP67 (C. neoformans var. neoformans sorotipo D - mutante acapsular
derivado da cepa B3501) (FROMTLING; SHADOMY; JACOBSON, 1982). Estas cepas
foram inoculadas em um meio de congelamento, composto de 70% de caldo Sabouraud
(Himedia) e 30% glicerol (Vetec), e mantidas em aliquotas congeladas em -20°C por até dois
anos (SILVA; COSTA; RECHE, 2008). Antes de ser utilizada em experimentos, a aliquota
foi descongelada e cultivada em meio caldo Sabouraud por 72 horas, a 30°C sob agitacdo de
120 RPM. Apos este periodo, uma pequena aliquota destas leveduras foi retirada e cultivada
em um novo meio caldo Sabouraud, desta vez por 48 horas, nas mesmas condicdes de cultivo.
Apdbs este segundo crescimento as leveduras eram preparadas para serem utilizadas nos
experimentos subsequentes. O preparo das leveduras era realizado centrifugando uma aliquota
a 1200xg por cinco minutos e ressuspendendo as células em tampdo fosfato salina (PBS),
repetindo esta operagdo por mais duas vezes. Apds estas lavagens, o fungo estava pronto para

ser utilizado.

Obtenc¢do dos Macrdéfagos

Foram utilizados neste estudo macrofagos obtidos a partir de duas origens diferentes:
macrofagos derivados de medula 6ssea (BMM) e macréfagos peritoneais. As celulas de
medula dssea foram coletadas do interior do fémur e tibia dos camundongos, a partir da

técnica de lavado femoral. Resumidamente, os camundongos foram sacrificados por meio de
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asfixia com CO,, seguido pela retirada do fémur e tibia das duas patas, separadamente. As
epifises do fémur e tibia foram cortadas, e foi realizado um lavado do interior destes
utilizando-se uma seringa de agulha fina contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich),
obtendo-se assim as células. Estas células posteriormente eram contadas, ressuspendidas em
meio de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) e 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma) e acondicionadas em criotubos, na concentracdo de
5%x10°/mL. Os criotubos foram acondicionados em um compartimento denominado “Mr.
Frosty” (Thermo Scientific), que mantém a viabilidade celular durante o congelamento, a
partir de uma queda de temperatura constante (-1°C por minuto). Este compartimento
permanece por 24 horas em freezer -80°C, sendo os criotubos transferidos apds este periodo

para um tanque de nitrogénio liquido.

Prioritariamente ao inicio do procedimento de diferenciacdo, os criotubos foram
submetidos a 37°C em banho-maria, para seu descongelamento, sendo transferidos para um
tubo de plastico contendo 10 mL de RPMI-1640 aquecido a 37°C (MARIM et. al., 2010). As
células foram entdo analisadas quanto a quantidade e viabilidade, por meio do corante azul de
tripan (Sigma). Depois de contadas, as celulas foram ressuspendidas em meio de
diferenciacdo LCCM (20% de SFB, 50% de RPMI-1640 e 30% de sobrenadante de L929) e
transferidas para placas de cultivo na concentragdo de 2x10° por 10 mL por placa, sendo
colocadas em situacdo de cultivo (37°C sob atmosfera de 5% de CO,). Apés 4 dias, mais 10
mL de meio de diferenciagdo LCCM foram adicionados por placa. No oitavo dia de cultivo, o
sobrenadante foi retirado da placa e as células foram recobertas com um liquido denominado
“Tryple Express” (Life Technologies), sendo deixado durante 15 minutos a 37°C. O “Tryple
Express” promove a dissociagdo dos BMM do fundo da placa e € uma alternativa mais segura
que a tripsina. Ap0s a coleta e contagem destes macrofagos, 0s mesmos eram ressuspendidos
em meio de experimento (10% de SFB, 85% de RPMI-1640 e 5% de sobrenadante de L929),
sendo colocados nas placas de cultura e repousando por 24 horas. Apos este tempo, 0 meio
contido nas placas foi renovado e 0s experimentos subsequentes foram realizados
(ZAMBONI; RABINOVITCH, 2003).

A linhagem celular L929 é uma cultura de hibridomas murinos com caracteristica de
fibroblastos. Quando em cultura, esta linhagem celular apresenta a capacidade de expressar
grandes quantidades de fator de crescimento de macrofagos (M-CSF) e uma pequena
guantidade de fator de crescimento de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) (ENGLEN et.
al., 1995). Estes fatores sdo os responsaveis pela diferenciacdo das células de medula 0ssea
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em macrofagos priméarios no procedimento de diferenciacdo supracitado. Para a obtencéo
destes fatores, células L929 foram cultivadas em garrafas de cultura e deixadas em
crescimento (90% de RPMI-1640 e 10% de SFB) até a obtencdo da confluéncia (todo o
espaco de cultivo preenchido). Atingindo este evento, o meio foi reposto e as células
permaneceram em situagdo de cultivo por 7 dias. O sobrenadante resultante deste cultivo foi

filtrado em poro 0,22um, dando origem ao sobrenadante de L929, utilizado no meio de

diferenciacdo LCCM.

A obtencdo de macrofagos peritoneais foi realizada em camundongos previamente
estimulados, a partir da técnica de lavado peritoneal. Para isso, 2 mL de tioglicolato caldo
(Laborclin) foram injetados, com uma seringa de 10 mL, na cavidade intraperitoneal de cada
camundongo. O tioglicolato € um agente de elicitacdo de mondcitos, ou seja, ele promove a
migracdo e transformacdo dos mesmos em macrofagos. Apds trés dias de reacdo, 0S
camundongos foram sacrificados por meio de asfixia por CO, e os macréfagos foram
recuperados através da lavagem da cavidade peritoneal, realizada a partir da insercdo de 10
mL de RPMI-1640 gelado por uma seringa de 10 mL na cavidade peritoneal e recuperacdo
deste liquido pela mesma seringa (ZHANG; GONCALVES; MOSSER, 2008). Apés a
recuperacdo de todo o liquido, as células foram lavadas em RPMI-1640 e contadas, sendo
colocadas posteriormente em placas de cultura e descansando por 24 horas em meio
experimental (10% de SFB e 90% de RPMI-1640). Apds este periodo de tempo, 0 meio era

renovado e 0s experimentos subsequentes iniciados.

Obtencdo do Meio Condicionado Bruto

As cepas B3501 e CAP67, apos serem preparadas como anteriormente descrito, foram
colocadas para cultivo em um meio de cultura quimicamente definido, denominado de meio
minimo (MM). O meio minimo é composto de: glucose (15 mM - Vetec), sulfato de magnésio
(10 mM - Isofar), fosfato monopotassico (29.4 mM - Biotec), glicina (13 mM - Invitrogen) e
tiamina (3 uM - Vetec), ajustado com hidroxido de potéssio (2N) para o pH 5,5. O meio
minimo é indicado na literatura pela pressdo que exerce no C. neoformans, induzindo o
aumento de sua capsula e consequente maior liberacéo de vesiculas contendo os componentes
de cépsula, principalmente GXM e GalXM (FRASES et. al., 2009). O fungo foi inoculado em

uma concentracéo de 10° leveduras por mL e permanece em crescimento por 5 dias. Apos este
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periodo, 0 meio de cultura com os fungos foi coletado e centrifugado por duas vezes a 1200xg
para a remoc¢do das células fangicas. O sobrenadante resultante foi filtrado em membrana de

porosidade 0,22um e o liquido filtrado liofilizado. O produto liofilizado foi ressuspendido em

agua padrdo Milli-Q, sendo concentrado 10 vezes (10X), gerando assim o meio condicionado
bruto, que para a cepa B3501 foi denominado CM35 e para a cepa CAP67 foi denominado
CMCAP.

Fracionamento do Meio Condicionado

O meio condicionado bruto CM35 passou por diversos fracionamentos e tratamentos,
sendo eles: fracionamento por tamanho por ultrafiltracdo, fracionamento por polaridade,
autoclavagem, tratamento com proteases e fracionamento por cromatografia liquida (HPLC),
por tamanho e carga. O meio condicionado CMCAP passou somente pelo fracionamento por
tamanho por ultrafiltracdo. Todos estes processos foram realizados no laboratério de Biologia

Molecular, pela Dra. Patricia Albuguerque.

Para o fracionamento por tamanho, foi utilizado um sistema de ultra filtracdo
(Millipore), com filtros de membrana variando entre 100kDa e 1kDa. O objetivo deste
fracionamento foi a obtencéo serial de fragbes com moléculas de tamanho menor que o filtro,
ou seja, foram obtidas primeiramente fragcdes com moléculas menores que 100kDa (CM35
<100kDa), ap6s menores que 10kDa (CM35 <10kDa) e por ultimo menores que 1kDa (CM35
<lkDa e CMCAP <1kDa). Também foi realizada a coleta de amostra de um dos filtros, aonde
a amostra foi obtida através da juncdo das moléculas que passaram pelo filtro de 100kDa e
das moléculas que ficaram retidas e foram recuperadas do filtro de 10kDa (100kDa> CM35 >
10kDa). Ja o fracionamento por polaridade foi realizado a partir da técnica de Bligh-Dyer
(BLIGH; DYER, 1959). Resumidamente, este técnica permite a separacdo de componentes
lipidicos da amostra, a partir de uma solucdo de cloroférmio, metanol e agua. Apds o
fracionamento, a solucdo apresenta duas fases, sendo que uma contém os lipideos extraidos
(CM35 — Fracéo apolar) e a outra contém as outras moléculas do meio condicionado (CM35 —

Fracdo polar). Para os ensaios, as duas fragdes foram coletadas.

Dois tratamentos foram realizados com o CM35. Primeiramente, 0 meio condicionado
passou por um ciclo de autoclavagem (121°C por 20 minutos) gerando o CM35 autoclavado.
O CM35 também foi tratado com trés proteases, sendo que estas foram acrescentadas ao meio
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condicionado e deixadas durante 24 horas, a 37°C. As trés proteases utilizadas foram: pronase
(CM35 + pronase), tripsina (CM35 + tripsina) e termolisina (CM35 + termolisina).

Finalmente, as moléculas do CM35 <1kDa foram isoladas e purificadas por HPLC.
Para a realizacao das corridas, duas colunas diferentes foram utilizadas, ambas com afinidade
por substancias polares. A primeira foi uma coluna denominada “Hypercarb” (Thermo
Scientific — 100 X 0,3mm), sendo realizada uma corrida de 30 minutos tendo como solvente
um gradiente de agua e acetonitrila com 0,1% de &cido trifluoroacético. A segunda foi uma
coluna denominada “Aminex HPX-87P” (Bio-Rad — 300 X 7,8mm), sendo realizada uma
corrida de 30 minutos tendo como solvente agua. Esta coluna necessita de um forno a 80 °C
durante a corrida. As corridas foram realizadas em um UPLC (Shimadzu) e os espectros dos

picos obtidos em 280 nm.

Ensaios de Interacdo com Meio Condicionado

Para a realizacdo dos experimentos de interacdo entre macr6fagos e 0s meios
condicionados, macrdfagos peritoneais ou BMM foram plaqueados em placas de cultura de 6,
24 ou 48 pocos, sempre respeitando a concentracdo de 1x10° células por mL. Apds a
renovacdo do meio de cultura, comentada acima, as células eram estimuladas com
lipopolissacarideos de E. coli (LPS - 500 ng/mL — Sigma-Aldrich) por 4 horas, exceto pelo
controle negativo. Este é considerado o primeiro sinal para ativacdo do inflamassoma, a partir
da ativacdo de NF-kB. Apos este periodo, eram acrescentados 0os meios condicionados brutos,
suas fragdes, meio minimo ou GXM purificada (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcio
Rodrigues — UFRJ), sendo deixados juntamente com a cultura overnight (aproximadamente

18 horas). No dia seguinte, as culturas recebiam nigericina (20 uM — Invivogen) por 40 ou 90

minutos, exceto pelo controle negativo. Este é considerado o segundo sinal para a ativacéo do
inflamassoma, a partir da ativacdo no NLRP3 por promover o efluxo de potassio. Apds este

tempo, o sobrenadante foi coletado, sendo utilizado para a dosagem de citocinas e de LDH.

As células tambem foram utilizadas, sendo coletadas na analise de ativacdo de
caspase-1 e de internalizacdo de GXM. O lisado celular também foi utilizado para a analise de
citocinas intracelulares. Para a obtencdo do lisado celular, apds a coleta do sobrenadante dos
ensaios de interacdo as celulas foram lavadas duas vezes com PBS, sendo adicionado RPMI
+10% SFB ap0s as lavagens. As células passaram entéo por trés ciclos de congelamento (-80
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°C) e descongelamento (37 °C). Ap6s os ciclos, as amostras foram centrifugadas para
descartar as sobras celulares e o sobrenadante resultante do lisado foi coletado.

Detec¢do da Internalizacdo de GXM por Microscopia Confocal

Para este ensaio, os meios condicionados CM35, CMCAP e CM35 <1kDa foram
utilizados em interacdo com BMMs. Para tal, as células foram plaqueadas em placa de cultura
de 24 pocos na concentracdo de 1x10° células por mL, sendo que no fundo de cada poco havia
uma laminula circular. As células foram estimuladas com LPS por 4 horas e apés este periodo

entraram em interacdo com os meios condicionados (exceto o controle negativo).

Apos 24 horas de interagdo, as culturas foram lavadas trés vezes com PBS e as células
foram permeabilizadas e fixadas com metanol puro (Vetec), durante dez minutos. Os cultivos
foram entdo novamente lavadas trés vezes com PBS e bloqueadas durante 60 minutos com
uma solucdo de bloqueio (PBS + 10% de SFB), para a inibicdo de ligacbes ndo especificas
dos anticorpos adicionados posteriormente. As culturas foram novamente lavadas trés vezes
com solucdo de lavagem (PBS + 2% SFB) e o anticorpo 18B7 (20ug/mL — anticorpo primario
com ligacdo em GXM) foi incluido em todos os pocos, durante 60 minutos. Este anticorpo foi
gentilmente cedido pelo Dr. Arturo Casadevall (Albert Einstein College of Medicine — Nova
lorque). O 18B7 é um anticorpo monoclonal murino do tipo IgG1 que possui especificidade
contra a GXM, apresentando potente caracteristica opsonizante para C. neoformans de todos
0s sorotipos, auxiliando diversos tipos celulares humanos e murinos na fagocitose das
leveduras (CASADEVALL et. al., 1998). Logo ap0ds se procedeu mais uma lavagem das
culturas com solucgéo de lavagem, sendo em seguida adicionado o anticorpo “Alexa Fluor®
633 Goat Anti-Mouse IgG” (Life Technologies — anticorpo secundario acoplado ao fluor6foro
Alexa 633, com ligacdo em porcdo Fc de anticorpo murino) por 60 minutos. A partir deste
momento, todas as etapas posteriores do ensaio foram realizadas em ambiente escuro. Apds o
periodo de marcacdo, as células foram novamente lavadas com solucdo de lavagem, desta vez
sendo acrescentada uma solucdo de DAPI (Life Technologies — marcador para nucleo de
células de mamifero), por 5 minutos. As células foram entdo lavadas uma altima vez com
solucdo de lavagem e as laminulas circulares foram retiradas do fundo dos pocos, sendo
colocadas em uma lamina de microscopia tradicional (a face com as células em contato com a
lamina). As laminulas foram entdo fixadas na lamina tradicional com a ajuda de esmalte de

unha, que foi passado nas laterais das laminulas. Logo apds, as amostras foram levadas para
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um microscopio de fluorescéncia denominado “TCS SP8” (Leica). As amostras foram lidas
em filtros especificos para cada fluoro6foro, em objetiva com aumento de 63X e imersdo em

oOleo.

Dosagem de IL-1§, pro- IL-1p e TNF-a por ELISA

Os sobrenadantes obtidos a partir do ensaio de interacdo entre os macrofagos e os
meios condicionados foram utilizados para a dosagem das citocinas IL-1p, pré- IL-1B e TNF-
a, a partir da técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) do tipo sanduiche.
Foram utilizados kits comerciais, denominados Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go!®,
Mouse IL-1 beta (Pro form) ELISA Ready-SET-Go!® e Mouse TNF alpha ELISA Ready-
SET-Go!® (Ebioscience). Todos o0s reagentes necessarios para o procedimento estavam
contidos nos kits (anticorpos, citocina padréo, diluentes, estreptavidina, substrato e solucdo de
parada), com excecdo da solucdo de lavagem (PBS 1X e TWEEN-20 a 0,05%), que foi
preparada no laboratorio. Apds a parada da reacdo, as placas foram lidas no espectrofotdmetro
de placa “Multiskan™ FC Microplate Photometer” (Thermo Scientific), no comprimento de
onda de 450 nm. Resumidamente, o principio do teste se baseia na geracdo de cor a partir da
quebra de substrato por uma enzima acoplada indiretamente as citocinas presentes. Logo,
guanto maior a presenca destas citocinas na amostra, maior a coloracdo gerada ao final do
ELISA. Durante o ensaio, uma curva de diferentes concentragfes conhecidas das citocinas é
realizada, utilizando os padrdes contidos nos kits. Esta curva é necessaria para, a partir das
absorbancias obtidas durante o teste, ser realizada uma quantificacdo aproximada do total de
citocinas presente em cada amostra. Para tal, as absorbancias da curva e das amostras sao
processadas em um programa denominado SoftMax (Molecular Devices). Este programa
realiza uma curva de calibracdo (log-log) a partir das absorbancias obtidas do padréo e, com
estes dados, calcula-se a quantidade de citocina correspondente a cada absorbancia

encontrada, fornecendo assim a quantificacdo das amostras.

Dosagem de LDH

Para a analise de morte celular, um grupo adicional foi preparado na etapa do ensaio
de interacdo entre macrdéfagos e 0os meios condicionados. Para preparar este grupo, as células

ndo receberam nenhum tipo de estimulo até o momento de se adicionar a nigericina. Neste
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momento, ao invés de nigericina, estas células receberam DMSO em um volume que
representa 20% do meio de cultivo. O DMSO agiu durante 0 mesmo tempo que a nigericina
nos grupos experimentais. Apos este tempo, o sobrenadante foi coletado normalmente, e este

grupo foi considerado como um controle de 100% de morte celular.

O sobrenadante obtido a partir do ensaio de interacao foi utilizado para a dosagem da
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) pelos macrofagos, a partir de técnica enzimatica e
colorimétrica. O LDH é uma enzima citosolica bastante estavel que é liberada em eventos de
lise celular, servindo como indicador de morte celular. Para a deteccdo foi utilizado um kit
comercial, denominado CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Todos
0S reagentes necessarios para o procedimento estavam contidos no kit (diluente, substrato e
solucdo de parada). ApGs a parada da reacdo, as placas foram lidas no espectrofotdmetro de
placa Spectramax M5 (Molecular Devices), no comprimento de onda de 490 nm.
Resumidamente, o principio do teste se baseia na geracdo de cor a partir de reacOes
enzimaticas, que envolvem a transformacdo de um sal em um composto colorido a partir de
um substrato gerado pela quebra do LDH. Desta maneira, quanto maior o indice de morte
celular no grupo, maior a quantidade de LDH liberada e maior a coloragéo obtida no final da

reacao.

Para a obtencdo dos dados de porcentagem de morte celular, uma equacéo foi gerada
no programa Excel (Microsoft), onde foi criada uma linha de tendéncia entre as absorbancias
do ponto 0% (grupo nédo tratado) e do ponto 100% (grupo tratado com DMSO). As
absorbancias dos grupos experimentais foram entdo adicionadas nesta equacdo, sendo obtida

assim a porcentagem de morte celular de cada grupo.

Deteccdo de Caspase-1 Ativa por Citometria de Fluxo

As células presentes no final do ensaio de interacdo foram utilizadas para a analise da
ativagdo de caspase-1. As placas de cultura foram centrifugadas a 300xg por 5 minutos, logo
apos o sobrenadante foi retirado e as células foram recobertas com o agente de dissociacao
Tryple Express. Apos 20 minutos em situacdo de cultivo (37°C sob atmosfera de 5% de CO,),
as células de cada poco foram coletadas em eppendorfs separados, diluidas em PBS e
centrifugadas novamente por 5 minutos a 300xg. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi

descartado e as células em cada tubo foram ressuspendidas em RPMI-1640 mais 10% de SFB
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e contadas. Apds a contagem, a concentracdo celular de cada tubo foi ajustada para 5x10°
células em 290 uL. Para a marcagdo, 10 uL de uma solugdo marcadora contendo um peptideo
denominado FLICA foi utilizada.

Este peptideo foi obtido no kit FAM-FLICA™ Caspase-1 Assay Kit
(Immunochemistry). Este kit traz condicbes para a realizacdo de ensaios de deteccdo da
ativacdo de caspase-1 em células inteiras, a partir de fluorescéncia. Para tal, se utiliza o
peptideo denominado FLICA, que neste Kit traz uma sequéncia de aminoacidos especifica
para a interagdo com caspase-1. Esta interacdo se baseia no fato de que a auto clivagem e
posterior ativacdo da caspase-1 promove a apresentacdo de um sitio ativo nesta enzima, que é
especifico para determinados tipos de substratos e responsavel pelas reacGes promovidas por
esta enzima. A partir do conhecimento estrutural deste sitio ativo, foi possivel a criacdo do
YVAD-FLICA, um peptideo que apresenta a sequencia YVAD (Tirosina, Valina, Alanina e
Aspartato), se ligando seletivamente ao sitio ativo da caspase-1 e ndo sendo processado, 0 que
gera uma ligacdo covalente e irreversivel entre o peptidio e a enzima. Desta maneira, 0
YVAD-FLICA é considerado um inibidor da caspase-1 ativa (GARCIA-CALVO et. al.,
1998). Para a marcacdo fluorescente, este peptideo € ligado a uma molécula de
carboxifluoresceina (FAM), que emite luz verde quando excitado. Outra caracteristica do
peptideo FLICA é sua capacidade de permear a membrana celular, podendo facilmente entrar
e sair da célula, caso ndo tenha se ligado a enzima ativa. Unindo estes fatores, o0 FAM-
YVAD-FLICA ¢é um peptideo fécil de ser utilizado e que apresenta uma marcacgdo rapida,

eficaz e seletiva da caspase-1 ativa, podendo ser utilizado em citometria de fluxo.

A marcacdo das células e subsequente leitura no citbmetro de fluxo seguiram as
indicacdes fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, apds 45 minutos de marcacao a 37°C,
as células foram diluidas em tampdo fornecido pelo kit, centrifugadas por 5 minutos a 300xg,
ressuspendidas em tampdo e deixadas em repouso por 10 minutos, promovendo a saida das
células dos peptideos ndo ligados a caspase-1 ativa. Apos este periodo as células foram
novamente centrifugadas, ressuspendidas em tampéo e levadas para a leitura. No citbmetro de
fluxo (FACSVerse — BD Biosciences), foi realizado um “gate” em uma populagido
homogénea, com caracteristica morfologica de macrofagos (excluindo-se os restos celulares
provenientes de morte) e a fluorescéncia foi adquirida no canal FITC (FL-1), na forma de
histograma. Para a configuracdo do experimento, células sem nenhum estimulo e células
consideradas como controle positivo (LPS e nigericina) foram levadas ao citbmetro sem a

marcacdo do FAM-FLICA, para o ajuste da morfologia (geracdo do “gate”) e a exclusdo de
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auto-fluorescéncia. Os resultados e analises estatisticas foram obtidos a partir de um programa

de analise citométrica denominado “FlowJo”.

Ensaio de Fagocitose e Morte

Para a realizacdo dos experimentos do impacto dos componentes de capsula na
internalizacdo e morte do C. neoformans por macrofagos, macréfagos peritoneais foram
plaqueados em placas de cultura de 24 pogos, respeitando a concentracéo de 5x10° células por
mL. O tratamento destas células foi feito usando os mesmos estimulos e periodos de tempo
citados anteriormente, com exce¢do do acréscimo de nigericina ao final do experimento. Ao

invés deste estimulo, foram acrescentadas leveduras de C. neoformans a cultura.

A cepa H99 foi a cepa de escolha para este ensaio, por apresentar a maior viruléncia
entre as cepas presentes no trabalho (JANBON et. al., 2014). Ap6s preparadas e lavadas,
como anteriormente descrito, as leveduras foram contadas e opsonizadas com o anticorpo

18B7 (5 ug/mL). As leveduras ficaram em contato com o anticorpo por 15 minutos. Apos este

periodo, a suspensdo fungica foi vigorosamente agitada, para remover a agregacao de
leveduras que a opsonizacdo pelo 18B7 promove. Em seguida as leveduras foram
acrescentadas a cultura na concentragdo de 5x10° leveduras por mL, respeitando desta
maneira uma taxa de infeccdo de um macréfago por levedura. Alternativamente, as leveduras
também foram opsonizadas com soro murino, em uma proporcdo de 20% do volume do

inéculo, 30 minutos anteriormente a infecgdo, com a taxa de infeccdo preservada.

No ato da infeccéo, as culturas foram divididas em dois grupos: as células que ficaram
em infeccdo por 3 horas (determinagdo de fagocitose) e as células que ficaram em infeccédo
por 24 horas (determinacdo de capacidade fungicida). Apds trés horas de infeccdo, todas as
culturas foram lavadas trés vezes com PBS, para a remoc¢do das leveduras que ndo foram
internalizadas e ficam em suspensao ou fracamente aderidas ao fundo da placa. As células de
24 horas de infeccdo receberam meio de cultivo novo juntamente com os estimulos
previamente recebidos (LPS e meios condicionados), dependendo do grupo, e colocados
novamente em situacdo de cultivo por mais 21 horas. As células de 3 horas foram lisadas com
300 pL de uma solucéo aquosa de dodecil sulfato de sodio (SDS — Bio-Rad) na concentragdo
de 0,05%, sendo deixado em contato com as células entre 3 a 5 minutos. O SDS é um
detergente anidnico amplamente utilizado em biologia celular, muito conhecido pela sua

capacidade de desnaturacdo de proteinas e de lise de células mamiferas (APPLICHEM, 2008).
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Na concentracdo utilizada e durante o tempo de exposicdo utilizado, o SDS é capaz de
rapidamente lisar os macrofagos peritoneais murinos, sem apresentar dano as leveduras de C.
neoformans. Apoés a lise total dos macrofagos, PBS foi acrescentado no lisado até se chegar

ao volume total de 1 mL. Um volume de 100 uL deste lisado foi coletado e diluido em PBS,
fazendo uma diluicdo seriada de 1/100. Entdo, 100 yL da ultima etapa desta diluicdo foi

plaqueada em placas de Sabouraud Agar (Acumedia), que ficaram em estufa de crescimento
por 48 horas, sob 30°C. Ap0s este periodo, as placas foram retiradas da estufa e o crescimento
de coldnias foi contabilizado (CFU), sendo obtida a capacidade fagocitica dos macrofagos em
cada grupo. As células de 24 horas de infeccdo, que ficaram 21 horas a mais em contato com
as leveduras internalizadas, passaram pelo mesmo processo de lavagem com PBS, lise com
SDS, diluicéo seriada, plaqgueamento em Sabouraud Agar, cultivo por 48 horas e contagem do
CFU. Considerando a capacidade fagocitica de cada grupo como o ponto zero individual, a
capacidade de matar o C. neoformans foi calculada a partir da diferenca do crescimento entre
0 CFU de 3 horas e o CFU de 24 horas de cada grupo.

Ensaio de Resisténcia ao pH

Neste ensaio, as cepas B3501 e CAP67 foram utilizadas, sendo inoculadas em diversos
meios de cultivo. Estes meios foram: PBS (controle negativo), Sabouraud Caldo (controle
positivo) e meio minimo em diversas faixas de pH (entre 2 e 5). Estas faixas de pH dos meios
minimos foram obtidas a partir da preparacdo convencional descrita acima (pH
aproximadamente em 4,5) e ajuste do pH com KOH 2N ou com HCI 10%, ambas as solucdes
sendo preparadas no laboratério. Apdés o preparo, 40 mL de cada um destes meios foram
acondicionados em erlenmeyers de 250 mL. Cada cepa foi inoculada entdo em cada um destes

meios, na concentracdo de 10° por mL.

Nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas cerca de 3 mL foram retirados de todos os
grupos e centrifugados a 2000xg para a retirada das leveduras. O sobrenadante foi coletado e

0 pH deste liquido foi mensurado no pHmetro PHS-3B (pHtek).
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Ensaio de Atividade Fungicida com Transwell

Neste ensaio foi utilizado um aparato denominado Transwell® (Corning). Neste
aparato, o poco de cultura fica separado horizontalmente por uma plataforma, que se localiza
no centro do poc¢o. Desta maneira, o poco fica com dois fundos, aonde é possivel o cultivo de
dois tipos celulares distintos (Figura 6). A grande vantagem deste sistema é que a plataforma,
além de aportar uma cultura, também age como um filtro, permitindo a passagem de
substancias com menos de 0,40 um. Neste esquema, os dois cultivos celulares dividem o
mesmo meio de cultivo, ndo interagindo necessariamente com 0s mesmos estimulos, mas
dividindo necessariamente substancias menores que 0,40 um que estejam em solucdo no meio
de cultivo, como por exemplo, citocinas. Desta forma, € possivel verificar a resposta de um
grupo celular que, mesmo ndo tendo produzido uma resposta imunoldgica inicialmente,

responde as substancias geradas por outro grupo celular.

Figura 6: Esquema demonstrativo de pogo de cultura portando o aparato “Transwell”, com énfase na cultura de
dois tipos celulares fornecida pela plataforma, com a manutencdo do mesmo meio entre ambas (Modificado de
WOOD; ROTHENBERG, 2011).
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Para este ensaio, macrofagos peritoneais foram plaqueados em placas de cultura de
24 pocos em uma concentragdo celular de 10° células por mL, tanto na parte superior quanto
inferior do “Transwell”. Os macrdéfagos da parte superior ficaram em repouso durante a
primeira parte do experimento, enquanto os macrofagos da parte inferior receberam os
estimulos. Estas células receberam ou ndo estimulo com LPS e apds 4 horas foram infectadas
com duas diferentes cepas de C. neoformans: B3501 ou CAP67, na proporgao de 2 leveduras
para 1 macréfago. Para a fagocitose, as cepas foram opsonizadas com soro murino, em uma
proporcéo de 20% do volume do in6culo, 30 minutos anteriormente a infeccdo. Apos 20 horas
de interacdo, os macrofagos da parte superior do aparato foram infectados pela cepa H99 de
C. neoformans, na proporcéao de 1 levedura por macrofago. Esta cepa também foi opsonizada
com soro murino previamente a infeccdo. Apds 3 horas de interacdo as leveduras
extracelulares foram retiradas do cultivo, utilizando o mesmo procedimento previamente
descrito nos ensaios de fagocitose e morte. Apds 21 horas, as leveduras extracelulares foram
retiradas do cultivo, os macréfagos lisados e as leveduras intracelulares plaqueadas de acordo
com procedimento descrito anteriormente, somente se alterando a etapa de dilui¢do seriada,

devido a menor quantidade de leveduras inoculadas.

Andlise Estatistica

Os resultados apresentados nesse trabalho referem-se a um experimento
representativo, com grupos em triplicata, de pelo menos dois ensaios independentes. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad
Software). Dados considerados significativos foram demonstrados com *, quando P < 0,05;
com ** quando P < 0,01; com *** quando P < 0,001; com **** quando P < 0,0001 e com

ns, quando P > 0,05.
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RESULTADOS

Componentes capsulares secretados pelo C. neoformans sao capazes de inibir a producéo
de IL-1p em macréfagos primados, porém ndo a de TNF-a.

Para verificar se 0os componentes de C. neoformans obtidos no meio condicionado
eram capazes de inibir exclusivamente o sistema inflamassoma de macrdfagos in vitro, 0s
mesmos foram primados com LPS, receberam os meios condicionados ou meio minimo e
posteriormente foram ativados com nigericina. O sobrenadante resultante desta interacao foi
utilizado para a dosagem de IL-1p e TNF-a. Foi possivel observar que os macrdfagos que
entraram em contato com o CM35 apresentavam niveis menores de producdo da citocina
guando comparados com o controle positivo (LPS e nigericina). Corroborando com a hipdtese
de gque componentes capsulares eram responsaveis por esta acdo, macréfagos em contato com
0 CMCAP ou com meio minimo apresentaram alteracdo menos relevante em seus niveis de
producéo de IL-1p quando comparados com o controle positivo (Figura 7A), indicando que
existe algum componente no meio minimo capaz de inibir a secrecdao desta citocina, porém

em amplitude menor quando comparado aos componentes presentes no CM35.
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Figura 7 — Componentes capsulares secretados pelo C. neoformans sdo capazes de inibir a producéo de IL-1p em
macrofagos primados, porém ndo a de TNF-a. (A) Niveis de produgdo de IL-1( ap6s ensaio de interacdo entre
BMMs estimuladas com LPS + nigericina e CM35, CMCAP ou meio minimo. (B) Niveis de produgéo de TNF-a.
apos ensaio de interagdo entre BMMs estimuladas com LPS + nigericina e CM35, CMCAP ou meio minimo. As
estatisticas apresentadas sdo referentes & comparagdo com o controle positivo (LPS). 35 = CM35; CAP =
CMCAP; MM = Meio minimo
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Em contrapartida, nenhuma das interagdes foi capaz de alterar significativamente a
producdo de TNF-a, sendo que as células em contato com CM35, CMCAP ou meio minimo
apresentaram niveis de producdo desta citocina proximos ao do controle positivo (Figura 7B).
Com este resultado, infere-se que a inibicdo na producéo de IL-1pB provavelmente ndo envolve
a inibicdo da ativacdo de NF-xB, e sim a via de ativacdo ou a agdo efetora do complexo

inflamassoma.
Moléculas responsaveis pela inibi¢do da producéao de IL-1p sdo pequenas e polares

Apls a descoberta de que possivelmente eram componentes capsulares 0s
responsaveis pela inibicdo do inflamassoma, o préximo passo foi caracterizar preliminarmente
a molécula ou moléculas que eram responsaveis por esta acdo. Novamente o estudo foi
realizado em macrofagos in vitro e 0 modelo de estimulo destes macrofagos foi 0 mesmo
apresentado anteriormente. A diferenca reside no fato de que foram utilizados meios
condicionados com diversos tipos de tratamentos nestes ensaios. Novamente o sobrenadante

resultante foi utilizado para a dosagem de IL-1p.
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Figura 8 — Moléculas responsaveis pela inibicdo do inflamassoma sdo pequenas. Niveis de produgdo de IL-1B
apos ensaio de interagcdo entre BMMs e CM35 bruto e fracionado por tamanho, sendo filtrado em 100kDa
(CM35 < 100kDa), em 10kDa (CM35 <10kDa), em 1kDa (CM35 <1kDa) e em 100 kDa e logo ap6s 10kDa,
eluido em 100kDa e retido em 10kDa (100kDa> CM35 >10kDa). As estatisticas apresentadas sao referentes a
comparacdo com o controle positivo (LPS+Nigericina).
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Figura 9 — Moléculas responsaveis pela inibi¢do do inflamassoma séo polares. (A) Niveis de producdo de IL-1f
apos ensaio de interagdo entre BMMs e CM35 bruto, CM35 tratado com proteases (CM35 + Pronase; CM35 +
Tripsina e CM35 + Termolisina) e proteases purificadas (Pronase, Tripsina e Termolisina). (B) Niveis de
producdo de IL-1f ap6s ensaio de interagdo entre BMMs e CM35 bruto e CM35 autoclavado. (C) Niveis de
producdo de IL-1B ap6s ensaio de interagdo entre BMMs e CM35 bruto e CM35 fracionado por polaridade
(CM35 — Fracdo polar e CM35 — Fragdo apolar). As estatisticas apresentadas sdo referentes & comparacdo com o
grupo CM35.

O primeiro resultado obtido nestes ensaios & que a molécula ou as moléculas
responsaveis pela inibicdo do inflamassoma séo bastante pequenas, estando na fracdo menor
que 1kDa. Esta afirmacdo foi obtida pelo fato que todas as fragdes de tamanho do CM35,
quando em interacdo com os macrdfagos estimulados, eram capazes de promover uma
reducdo de IL-1p quando comparadas com o controle positivo, mostrando que a de menor

massa (presente em todas as fracOes) era a responsavel pela a¢do. Corroborando com este
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resultado, quando a por¢do menor que 1kDa era retirada da fragcdo (fragdo menor que 100kDa
e maior que 10kDa), a producdo de IL-1p do macrofago em contato com esta fracdo era

semelhante ao do controle positivo (Figura 8).

Outros ensaios foram feitos com o objetivo de se descobrir as propriedades
bioquimicas da molécula ou moléculas, como classe macromolecular e polaridade. Neste
aspecto, os resultados demonstraram que a inibicdo na ativacdo do inflamassoma nédo era
provocada por proteinas, visto que o tratamento do CM35 com proteases ndo eliminava a
reducdo na producdo de IL-1B tipicamente apresentada (Figura 9A). Como controle, foi
possivel observar que somente a adi¢do das proteases durante o ensaio de interacdo nédo
alterava o padrdo positivo de producdo de IL-1B, demonstrando que estas proteases ndo
estavam interferindo com o ensaio. Também foi demonstrado que estas moléculas néo
apresentam sensibilidade a altas temperaturas, mantendo seu padrdo inibitério mesmo ap06s

passarem por autoclavagem (121°C) (Figura 9B).

Finalmente, os ultimos resultados destes ensaios trouxeram a informacao de que eram
componentes polares os responsaveis pelo carater inibitério do CM35, apresentando uma
reducdo na producdo de IL-1B em macrofagos ativados, em contraste com a fase apolar do
CM35, que ndo obteve o mesmo padrdo inibitorio (Figura 9C). Juntando estes dados, é
possivel inferir que a molécula ou moléculas procuradas sdo provavelmente lipideos
anfipaticos ou sacarideos, devido a seu carater polar, resisténcia ao calor e por ndo serem
proteinas. A partir deste momento, todos os ensaios subsequentes foram realizados com a
fracdo menor que 1kDa do CM35 e do CMCAP, a ndo ser que especificado o contrario.

Isolamento e purificacdo da molécula responséavel pela inibicéo

Tendo o conhecimento do tamanho aproximado e das caracteristicas bioquimicas da
molécula que estdvamos a procura, novos ensaios de interacdo foram realizados, desta vez
utilizando fraces do CM35 obtidas por meio de cromatografia liquida. Os resultados
mostraram que, em um primeiro momento, foi possivel a identificacdo de uma Unica fracdo
que apresentasse o carater inibitdrio j& caracteristico do CM35, neste caso relativa ao Unico
pico obtido na corrida (Figura 10A e 10B). Esta primeira purificacdo foi realizada em uma
coluna (Hypercarb - Thermo Scientific) de exclusdo molecular por tamanho, com a
capacidade de detectar uma grande faixa de carboidratos, desde extremamente polares até

alguns com caracteristicas anfipaticas. A verificacdo de que o Unico pico obtido foi a que
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apresentou a atividade inibitoria padrdo reforca os dados obtidos anteriormente, de que a

molécula (ou moléculas) possui caracteristicas polares e massa pequena.
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Figura 10 — Isolamento e purificacdo da molécula responsavel pela inibi¢cdo. (A) Niveis de producdo de IL-1p
apos ensaio de interacdo entre BMMSs estimulados com LPS + Nigericina e CM35 ou fra¢des obtidas por HPLC
na coluna Hypercarb. (2) Cromatograma demonstrativo de corridas realizadas na coluna Hypercarb, com
destaque para as fragGes coletadas e seus respectivos nimeros. (C) Niveis de producéo de IL-1p apds ensaio de
interacdo entre BMMs estimulados com LPS + Nigericina e CM35 ou fragBes obtidas por HPLC na coluna
Aminex HPX87. (D) Cromatograma demonstrativo de corridas realizadas na coluna Aminex HPX87, com
destaque para as fragdes coletadas e seus respectivos nimeros.

Porém, ao se tentar melhorar a purificagdo e se obter fracGes mais caracteristicas do
que estavamos procurando, encontrou-se certa dificuldade em conseguir uma Unica fracéo que
apresentasse a acao inibitoria esperada. Isto foi verificado pelo fato de que todas as fracdes

obtidas por esta nova corrida de cromatografia apresentavam certa inibicdo da producdo de
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IL-1B, quando comparadas ao meio condicionado de origem (Figura 10C e 10D). Esta
segunda purificacdo foi realizada com uma coluna (Aminex-HPX87 — Bio-Rad) de troca
ibnica, que apresenta uma alta especificidade para carboidratos polares, excluindo assim
moléculas com caracteristicas mais apolares e separando as moléculas por carga. Esta alta
especificidade pode explicar a dificuldade obtida no isolamento de somente uma fracdo com
atividade inibitoria, porém novamente reforca a caracteristica polar da molécula (ou

moléculas).

Ainda assim, o quarto pico da segunda purificacdo (P4/Figura 10C) foi o escolhido,
por apresentar o carater inibitério mais proximo quando comparado com o meio condicionado
de origem. Esta fracdo escolhida ird passar por uma analise de espectrometria de massa na
Universidade Catolica de Brasilia, bem como em uma empresa privada no Canada, que possui
um banco de dados especifico para carboidratos. Estas andlises trardo um aprofundamento
maior acerca da caracterizacdo desta fracdo, desvendando principalmente suas caracteristicas

estruturais.

GXM purificada bruta ndo apresenta mesmo padrao de inibi¢do da producédo de IL-1§
que CM35

Devido as suas ja discutidas caracteristicas imunossupressoras, a GXM foi utilizada
em um ensaio de interacdo a fim de se verificar se possuia 0 mesmo padrdo de inibicdo ja
demonstrado pelo CM35. Para tal, GXM total purificada foi obtida e adicionada em meio com
BMMs previamente estimulados. O sobrenadante resultante desta cultura foi utilizado para se

verificar a producéo de IL-1p.

Como verificado com o0 CMCAP e 0 meio minimo, a GXM total purificada apresentou
somente uma inibicdo parcial na producdo de IL-1B dos BMMs, quando comparada a inibicéo
apresentada pelo CM35 (Figura 11). Desta maneira, é possivel inferir com este resultado que
a GXM, em sua apresentacdo bruta e reconstituida, apresenta somente parte da inibicdo vista
no CM35, provavelmente por ndo apresentar as moléculas inibitdrias que sdo apresentadas no

meio condicionado de maneira satisfatoria.
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Figura 11 — GXM purificada bruta ndo apresenta mesmo padrdo de inibi¢do da produgéo de IL-1p que CM35.
Niveis de producdo de IL-1B ap6s ensaio de interagdo entre BMMs estimulados com LPS + Nigericina e CM35
ou GXM purificada. As estatisticas apresentadas séo referentes a comparagdo com o grupo LPS + Nigericina

Moléculas de GXM presentes no CM35 séo internalizadas por macréfagos

Apbs parcialmente caracterizar a molécula (ou moléculas) responsavel pela inibicédo
do sistema inflamassoma, o proximo passo foi o de pesquisar por qual mecanismo de acao
esta inibicdo estava sendo realizada. Neste ambito, o primeiro ensaio envolveu a verificagcdo
da presenca de moléculas de GXM no meio condicionado, assim como se estas moléculas
eram internalizadas por macréfagos. Para tal, procedeu-se um ensaio de interacdo entre 0s
meios condicionados e macréfagos por 24 horas, com posterior marcacdo para GXM e andlise

em microscopia de fluorescéncia confocal.

As imagens trouxeram como resultado que o GXM esta presente tanto na fragdo bruta
de CM35 quanto no CM35 <1kDa. Alem disso, foi possivel verificar que as moleculas de
GXM, apds 24 horas de interacdo com os macrofagos, eram fagocitadas pelos mesmos,

indicado pelos pontos vermelhos internalizados nas imagens (Figuras 12A, 12B, 12C e 12D).
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Figura 12 — Moléculas de GXM presentes no CM35 sdo internalizadas por macrdéfagos. (A-B) Imagens de
microscopia confocal (63X) mostrando interacdo entre BMMs ativados com LPS e CM35 bruto. (C-D) Imagens
de microscopia confocal (63X) mostrando interacdo entre BMMs ativados com LPS e CM35 <1kDa. (E-F)
Imagens de microscopia confocal (63X) mostrando interacdo entre BMMs ativados com LPS e CMCAP.
Imagens apresentadas em campo escuro (A, C e E) ou campo claro (B, D e F), onde a fluorescéncia azul indica o
nlcleo dos BMM s e a fluorescéncia vermelha moléculas de GXM.
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Como eram esperadas, as imagens com o CMCAP ndo apresentaram nenhuma
marcacdo para GXM, indicado pela auséncia de cor vermelha (Figuras 12E e 12F). Com este
resultado, € possivel dizer que, caso a molécula responsavel pela inibicdo do complexo
inflamassoma seja 0 GXM, sua acdo poderia ser intracelular, o que é compativel com a
hipotese de inibicdo da via da caspase-1.

Componentes capsulares impedem morte celular de macréfagos ativados por nigericina

E conhecido que a ativagdo de caspase-1, além de processar e liberar importantes
citocinas pro-inflamatorias, também desencadeia uma resposta celular inflamatéria intensa,
que leva a uma rapida morte programada da célula ativada. Este processo ¢ denominado de
piroptose (MIAO; RAJAN; ADEREM, 2011). Diferentemente de outros tipos de morte
celular programada, a piroptose se destaca pela liberacdo de conteudo intracelular, entre eles a
enzima LDH. Para avaliar se o mecanismo inibitério do CM35 envolve a supressdo da
atividade da via de ativacdo de caspase-1, foi realizado um teste de morte celular, aonde foi

medida a liberacdo de LDH ap6s uma ativacgdo intensa de macrdéfagos por nigericina.
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Figura 13 — Componentes capsulares impedem morte celular de macrdfagos ativados por nigericina. (A)
Porcentagem de morte celular de macrofagos peritoneais ativados com LPS e nigericina (exceto grupo somente
com LPS) em interacdo com CM35 e CMCAP. (B) Porcentagem de morte celular de macr6fagos peritoneais
ativados com LPS e nigericina em interacdo com CM35 e meio minimo. As porcentagens foram obtidas a partir
da geracdo de uma curva padrdo de morte celular a partir das absorbancias medidas no ensaio, com um grupo
ndo tratado representando o valor 0% e um grupo tratado com DMSO representando o valor 100%.
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Os resultados demonstraram primeiramente que o protocolo de promogdo da morte
celular a partir da ativagdo de macrdéfagos por nigericina durante 60 minutos funcionou. Com
0s grupos testados, foi provado que este estimulo, e ndo o LPS, que era o responsavel pela
liberacdo elevada de LDH. Outro resultado obtido foi o de que, na presenca de CM35, 0s
macrofagos estimulados com nigericina por 90 minutos apresentavam morte celular
significativamente reduzida quando comparados com o controle positivo (Figura 13A e 13B).
Novamente este efeito foi atribuido aos componentes capsulares presentes no CM35, visto
que a presenca de CMCAP (Figura 13A) e de meio minimo (Figura 13B) no ensaio, apesar de
reduzirem a liberacdo de LDH, ndo impediam os macrdfagos estimulados de morrerem tanto
quanto o CM35 impede. Juntamente, estes dados sugerem que componentes capsulares do C.
neoformans interagem na via da piroptose, agindo em algum momento durante a ativacao da

caspase-1 e a morte celular.

Componentes capsulares potencializam ativacao de caspase-1 por nigericina

Sabendo da interferéncia dos componentes capsulares durante a piroptose, 0 proximo
passo tomado foi o de analisar a interferéncia destes componentes diretamente na ativacédo da
enzima caspase-1. Para tal, utilizou-se o peptideo FLICA, capaz de se ligar irreversivelmente
e marcar com fluorescéncia a porcdo ativa da caspase-1, ou seja, apenas marca a enzima
guando a mesma se encontra ativa. O ensaio foi realizado seguindo os moldes do ensaio de

interacdo, com a utilizacdo de LPS, meios condicionados e nigericina por 40 minutos.

Surpreendentemente, a adicdo de CM35 provocou um aumento na quantidade de
células que apresentavam caspase-1 ativa, ou seja, que apresentavam maior marca¢do com o
FLICA, quando comparado com o controle positivo (Figura 14A, 14B e 14C). Este acréscimo
na ativagdo de caspase-1 ndo foi observado quando foi adicionado CMCAP (Figura 14B e
14C) ou meio minimo (Figura 14A e 14C) nos ensaios, novamente creditando a acédo
observada aos componentes capsulares presentes no CM35. Estes dados sugerem que, apesar
da interferéncia na producéo de IL-1p e na piroptose de macrdfagos ativados, esta ndo se da
pela inibicdo da ativacdo de caspase-1.
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Figura 14 — Componentes capsulares potencializam ativacdo de caspase-1 por nigericina. (A) Ativacdo de
caspase-1 em BMMs ativados com LPS e nigericina em interacdo com CM35 e meio minimo. Histograma de
citometria de fluxo de uma leitura representativa de cada grupo, sendo: PBS (cinza solido), LPS + Nigericina
(linha vermelha), CM35 (linha azul) e meio minimo (linha verde). (B) Ativacdo de caspase-1 em BMMs
ativados com LPS e nigericina em interacdo com CM35 e CMCAP. Histograma de citometria de fluxo de uma
leitura representativa de cada grupo, sendo: PBS (cinza sélido), LPS + Nigericina (linha vermelha), CM35 (linha
azul) e CMCAP (linha verde). (C) Ativacao de caspase-1 em BMMs ativados com LPS e nigericina em interacéo
com CM35, CMCAP e meio minimo. Gréfico indica taxa de aumento na ativagdo da caspase-1 dos grupos
guando comparados ao grupo sem tratamento (PBS), calculada a partir da média da porcentagem de células
positivas para FAM-FLICA na citometria de fluxo. As estatisticas apresentadas sao referentes a comparagéo com
0 grupo LPS + Nigericina.

Niveis de Pro- IL-1p intracelular se encontram aumentados em BMMs em interacao
com CM35 e CMCAP

Ap0s a verificacdo que o CM35 promovia a ativacao de caspase-1, 0 préximo passo
tomado foi o de avaliar alguma possivel interferéncia na producdo ou processamento de pro-
IL-1p. Para tal, o lisado celular obtido apos ensaio de interacdo entre BMMs estimulados ou

ndo e 0s meios condicionados ou meio minimo foi utilizado para a dosagem de pro-I1L-1p.

O primeiro resultado obtido e j& esperado era 0 de que somente o estimulo com LPS ja
é capaz de induzir a producdo de pro-1L-1p, a partir da ativacdo da via NF-xB, bem como a

adicdo de nigericina, apesar de reduzir os niveis da citocina, ndo o faz de maneira significativa
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neste ensaio, mantendo niveis consideraveis de pré-IL-1p no interior da célula. Em relacdo
aos meios condicionados, foi observado que somente a adicdo de CMCAP em uma cultura de
células sem estimulo prévio é capaz de promover o estimulo de pro-1L-1B, porém nédo a
adicdo de CM35 (Figura 15). Desta forma, é possivel dizer que o CMCAP é capaz de
promover a ativagdo da via NF-kB, mesmo na auséncia de LPS, diferentemente do CM35. A
adicdo de meio minimo, assim como de CM35, ndo promoveu nenhum estimulo nas células
(Figura 15).

Porém, ao se estimular previamente as células com LPS, os resultados obtidos com a
adicdo dos meios condicionados foram bem modificados, quando comparados ao controle
positivo. Os BMMs previamente estimulados que interagiram com o CM35 ou o0 CMCAP
apresentaram um altissimo nivel de pro-IL-1pB no interior de sua célula (Figura 15), indicando
uma alta producdo desta citocina ou uma inibicdo em seu processamento. Os BMMs
previamente estimulados que interagiram somente com meio minimo apresentaram niveis

comparaveis de pro-IL-1p ao controle positivo (Figura 15).
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Figura 15 — Niveis de Pro- IL-1p intracelular se encontram aumentados em BMMs em interagdo com CM35 e
CMCAP. Niveis de producéo de prd-1L-1p apds ensaio de interagéo entre BMMs estimulados ou ndo com LPS +
Nigericina, em interacdo com CM35, CMCAP ou meio minimo. As estatisticas apresentadas sdo referentes a
comparacdo com o grupo LPS + Nigericina
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Acdo fungicida de macréfagos € prejudicada perante a presenca de componentes
capsulares

Ap0s as evidéncias de que os componentes capsulares secretados pelo C. neoformans
impediam a secrecdo de uma importante citocina pré-inflamatoria e também impediam uma
rapida resposta e morte celular, o passo seguinte foi a verificacdo da influéncia que estes
componentes exerciam durante a interagdo com macrdfagos ativados como nos ensaios
anteriores. Para tal, foi verificada a capacidade fungicida destas células, frente a infeccao pelo
C. neoformans e na presenca do meio condicionado. Para este ensaio, duas opgOes de

opsonizacao foram utilizadas: o anticorpo 18B7 e soro murino.

O C. neoformans é extensamente conhecido pela sua capacidade de proliferacdo
intracelular em macrdéfagos e esta capacidade se mostrou exacerbada quando estes macréfagos
eram previamente estimulados com LPS, demonstrando uma permissividade maior a
proliferacdo quando comparados com o controle, independente do método de opsonizagdo
utilizado (Figura 16A e 16B). Ja quando acrescentados os meios condicionados, a via pela
qual o fungo é fagocitado passa a ser importante. Utilizando-se o anticorpo 18B7, a adicdo de
CM35 ou CMCAP ndo alterou a permissividade que j& havia sido encontrada em macréfagos
previamente ativados com LPS, ou seja, 0s componentes capsulares ndo apresentaram
nenhuma alteracdo na resposta do macréfago (Figura 16A). Diferentemente deste primeiro
resultado, a utilizacdo de soro murino influenciou na permissividade dos macrofagos frente ao
contato com os meios condicionados. Esta permissividade se apresentou ainda mais
aumentada quando estes macréfagos previamente estimulados entraram em contato com o
CM35, anteriormente a infeccdo pelo fungo (Figura 16B). Em contraste, a permissividade
oferecida pelo tratamento com LPS ndo foi potencializada com a adicdo de CMCAP
anteriormente a infeccdo (Figura 16B). O resultado encontrado neste ensaio foi compativel
com os achados anteriores, demonstrando que os macréfagos, quando em contato com
componentes capsulares, apresentam maior dificuldade na contencdo do crescimento
intracelular do C. neoformans. Porém, estes resultados também demonstram que a via de
fagocitose é importante, sendo que o efeito comentado acima s6 ocorre com a participacdo do

sistema complemento.
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Figura 16 - Acdo fungicida de macrdfagos é prejudicada perante a presenca de componentes capsulares. Taxa de
crescimento de C. neoformans da cepa H99 no interior de macréfagos peritoneais ativados com LPS e em
interacdo com CM35 e CMCAP. Taxa calculada a partir da diferengca do CFU apresentado entre grupo de
determinacdo de capacidade fungicida (24h) e o grupo de determinacdo de fagocitose (3h) de cada amostra,
sendo o valor apresentado em porcentagem de crescimento. As estatisticas apresentadas sdo referentes a
comparagdo com o grupo LPS.

Secrecdo de componentes capsulares auxilia o C. neoformans a equilibrar pH do meio
em que se encontra

Continuando com a pesquisa acerca das vantagens obtidas pelo C. neoformans frente
as respostas imunes na presenca de componentes capsulares, foram realizados ensaios para
verificar a resisténcia da cepa capsular e acapsular do fungo frente a acidificacdo do meio de

cultivo. Para tal, ambas as cepas foram inoculadas em meio minimo em diferentes faixas de
pH.

Os resultados obtidos demonstraram que , quando inserida em um meio com pH baixo
(pH 3 e pH 4), a cepa B3501 era capaz de elevar significativamente o pH do meio, em questao
de 48 horas ap6s o cultivo, aproximando-os do meio de cultura com pH 5 (Figura 17A).
Interessantemente, 0os meios de cultura com pH 5 e pH 6 ndo sofrerem alteracdes drasticas,
mantendo niveis de pH proximos do inicial até o final do teste. Porém, estes resultados ndo se
repetiram com a cepa CAP67. Ao longo de todo o periodo do ensaio, 0s meios de cultivo
mantiveram aproximadamente o mesmo pH apresentado no inicio do teste (Figura 17B).
Como controle das mudancas de pH apresentadas, os meios de cultivo com pH 3 e pH 4
foram deixados, sem crescimento flngico e em situagdo de cultivo, durante o periodo de 168
horas, ndo sendo verificada nenhuma mudanca significativa de pH (Figura 17C). Deste modo

foi possivel alegar a mudanca de pH aos componentes fungicos secretados, e ndo a
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degradacdo de componentes do meio. Pelo fato dessas mudangas de pH ndo terem sido
observadas nos ensaios com a cepa CAPG67, infere-se que elas sejam provocadas por
componentes capsulares, creditando-se mais uma acao a esses componentes e possivelmente

uma das razdes para o resultado apresentado no ensaio de fagocitose e morte do C.

neoformans.
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Figura 17 - Secrecdo de componentes capsulares auxilia o C. neoformans a equilibrar pH do meio em que se
encontra. (A) pH apresentado por meios minimos em diferentes faixas iniciais de pH, nos quais foi inoculada a
cepa B3501 de C. neoformans. (B) pH apresentado por meios minimos em diferentes faixas iniciais de pH, nos
quais foi inoculada a cepa CAP67 de C. neoformans. (C) pH apresentado por meios minimos nas faixas de pH 3
e 4, sem indculo e em situacdo de cultivo por 168 horas. As leituras de pH foram realizadas de 24 em 24 horas,
utilizando-se somente o sobrenadante dos meios de cultura inoculados, sendo descartadas as leveduras das
aliquotas. As estatisticas apresentadas sdo referentes a comparagdo entre a primeira e a ultima medicdo de pH
realizada em cada grupo.

Microambiente derivado de ativacdo do inflamassoma auxilia macrofagos néo
estimulados no combate a infeccdo por C. neoformans

Para finalizar os estudos sobre a importancia da secre¢do dos componentes capsulares

no combate do C. neoformans contra as respostas de macréfagos, foi realizado um ensaio de
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interacdo entre macrofagos previamente ativados pelas cepas flngicas e macrdfagos que
receberam 0s componentes secretados na primeira interagdo. O intuito deste ensaio foi
verificar as consequéncias causadas pela interferéncia que os componentes capsulares do
fungo promovem na montagem de resposta dos macrdéfagos. Para tal, macrofagos foram
infectados com as cepas capsulares e acapsulares de C. neoformans, enquanto o aparato
“Transwell” foi responséavel por compartilhar o meio de cultura e promover a interagdo entre
macrofagos ativados e ndo ativados. Os grupos experimentais foram nomeados de acordo com
a primeira ativacdo e interacao, ou seja, o estimulo ou ndo com LPS e a cepa com a qual a
primeira cultura de macrdfagos foi infectada. A segunda cultura de macrdfagos recebeu o
mesmo tratamento em todos 0s grupos experimentais, a infecgdo com a cepa H99.

Como resultados, observamos que o grupo que compartilhou o meio de cultivo com os
macrofagos que somente foram infectados pela cepa CAP67 tiveram a melhor resposta contra
a infeccdo pelo C. neoformans. Isto foi evidenciado pelo fato que, apds 24 horas de infecgédo
com a cepa H99, os macrofagos que interagiram com o grupo CAP67 apresentaram um
namero menor de leveduras intracelulares do que os macr6fagos que interagiram com o grupo
B3501 (Figura 18). Este fato sugere um maior controle do crescimento intracelular de C.
neoformans nos macrofagos do primeiro grupo, quando comparados ao segundo. Este
resultado corrobora com os anteriores, demonstrando que, ao se utilizar uma cepa acapsular
de C. neoformans que nao inibe o inflamassoma e que permite a producéo de citocinas pro-
inflamatérias por macrofago, ha um auxilio no combate ao fungo por macré6fagos nédo
estimulados previamente. Em contraste, a ativacdo (ou falta dela) promovida por uma cepa
capsular de C. neoformans, na qual ha uma inibicdo do inflamassoma e da producdo de
citocinas pro-inflamatérias por macréfagos, leva a uma dificuldade do macréfago néo
estimulado em combater o fungo. Interessantemente, como visto anteriormente no ensaio de
fagocitose e morte, o estimulo prévio com LPS ndo auxiliou os macrofagos no grupo
infectado com B3501 e acabou piorando o combate ao fungo no grupo infectado com CAP67.
Este fator pode ser explicado parcialmente pelo fato que o LPS, por apresentar um tamanho
pequeno, provavelmente ativou o grupo de macrofagos supostamente ndo estimulados
previamente & infeccdo, trazendo os resultados ja observados anteriormente de maior

permissividade ao crescimento intracelular do C. neoformans.
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Figura 18 - Microambiente derivado de ativacdo do inflamassoma auxilia macr6fagos néo estimulados no
combate & infeccdo por C. neoformans. Quantidade de leveduras presentes apos 24 horas de infeccdo no interior
de macrofagos peritoneais que compartilhavam o mesmo meio de cultivo com macrofagos peritoneais ativados
ou ndo com LPS, infectados com as cepas B3501 e CAP67 de C. neoformans.
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DISCUSSAO

J& é conhecido ha bastante tempo o papel primordial que a secre¢do de vesiculas
extracelulares apresenta na biologia de microrganismos unicelulares, principalmente no
ambito de crescimento celular, metabolismo e excre¢fes. Quanto aos fungos, existiam
hipoteses de décadas atrds de que, como em outros microrganismos, as vesiculas poderiam
fazer parte de mecanismos essenciais para a biologia da célula. Porém, devido a caracteristica
peculiar de possuirem uma robusta e complexa parede celular, acreditava-se que as vesiculas
eram incapazes de serem secretadas. Devido a este pensamento, a importancia ou até mesmo
existéncia destas vesiculas em células fungicas nunca havia sido relatada, até alguns anos
atrads (WOLF; CASADEVALL, 2014).

O primeiro passo para o estudo destas vesiculas foi dado em 2007, quando Rodrigues
e colaboradores demonstraram que o C. neoformans produz vesiculas extracelulares durante o
seu crescimento in vitro e também durante infeccdo animal, gracas a observacOes realizadas
por microscopia eletronica. Este trabalho também foi essencial para dar inicio as discussdes
sobre as provaveis fungdes destas vesiculas neste fungo, elucidando fatores como a
necessidade da viabilidade celular para a producdo de vesiculas e apontando componentes
presentes nestas vesiculas, como lipideos importantes como a glucosilceramida e
principalmente moléculas de GXM (RODRIGUES et al., 2007). No ano seguinte, 0 mesmo
grupo realizou novos estudos sobre a composicdo destas vesiculas extracelulares, relatando a
presenca de diversas proteinas associadas a viruléncia, algumas inclusive com a presenca de
atividade, como lacase e urease (RODRIGUES et al., 2008). Desde entdo, pelo fato de nédo
carregarem somente moléculas estruturais como também tipicos fatores de viruléncia, as
vesiculas extracelulares secretadas pelos fungos sdo consideradas “bolsdes de viruléncia”, nao
somente em C. neoformans como também em C. albicans, H. capsulatum, entre outros
(DEATHERAGEA; COOKSONA, 2012).

Tendo em vista estes estudos iniciais recentes, a secrecdo de vesiculas extracelulares e
o0 impacto das mesmas durante a infecgdo animal € um tema ao mesmo tempo muito estudado
e com varias lacunas em suas hipdteses. Outro importante fator a ser considerado € o fato de
que ainda existem poucos estudos referentes ao papel das vesiculas em si e somente dos
componentes que sdo carregados pelas mesmas. Neste trabalho, demonstramos acdes de

extrema importancia que componentes capsulares de C. neoformans exercem sobre
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macrdfagos, que sdo considerados uma linha de defesa essencial em diversas infeccdes
fangicas. A interferéncia na resposta imune G6tima de macrdéfagos por estes componentes

adiciona mais um fator a ser considerado na interacéo entre estas células e o C. neoformans.

A inibicdo de produtos do inflamassoma por componentes capsulares do C.
neoformans foi recentemente demonstrada em estudos in vitro e in vivo, sendo que o trabalho
em questdo atribuiu a responsabilidade deste efeito a GXM presente no fungo (GUO et al.,
2014). Desta maneira, apesar de trazer o mesmo efeito observado pelo trabalho aqui
apresentado, o primeiro trouxe importancia para a presenca de GXM na cépsula e ndo trouxe
a distincdo da ativacdo de primeiro ou segundo sinal no inflamassoma, desta maneira nao
demonstrando se a inibicdo do inflamassoma ocorreu na via do Nf-kB ou no proprio
complexo multiprotéico. Devido ao j& citado papel da cépsula e mais especificamente da
GXM de inibir processos associados a via do Nf-kB, incluindo maturacdo e fagocitose, é
plausivel associar ao menos parte da inibicdo da producdo de IL-1p observada no primeiro
estudo a inibicdo de primeiro sinal. Em contraste, nosso trabalho utilizou somente o0s
componentes secretados pelo fungo, ndo levando em consideracdo as moléculas presentes na
que foi fornecido o primeiro e o segundo sinal para a ativacdo do inflamassoma pelos
macrofagos, eliminando assim a possibilidade da célula fungica ter de fornecer estes sinais e
ndo o fazer por conta de interferéncias da sua capsula. Finalmente, o modelo de ensaio de
interacdo proposto neste trabalho enfatiza a provavel interacdo dos componentes capsulares
diretamente no complexo inflamassoma, visto pelo fato de que estes componentes entravam
em contato com macréfagos previamente ativados, ou seja, com a via Nf-kB plenamente
ativa. Corroborando com esta hipétese, os primeiros resultados obtidos demonstraram que o
modelo de ensaio proposto ndo interferia na producdo de TNF-a, citocina dependente da

ativagdo de Nf-kB, porém néo do inflamassoma.

Tendo em vista a ja relatada complexidade que 0s componentes secretados
apresentam, a caracterizacdo das moléculas se mostrou um excelente passo a ser dado, com o
intuito de se excluir uma grande parcela de moléculas que ndo participavam da inibicéo
observada. A exclusdo de proteinas, lipideos caracteristicamente apolares, componentes
sensiveis ao calor e moléculas de alta massa molecular nos deixou com uma molécula
pequena (< 1kDa) e polar, com grandes possibilidades de ser um carboidrato e menor
possibilidade de ser um lipideo anfipatico ou até mesmo uma molécula combinada.

Experimentos futuros envolvendo técnicas otimizadas de purificagdo e leituras em
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espectrometria de massa com comparagdes dos resultados em bancos de dados privados
provavelmente nos trardo a caracterizagdo total desta molécula, facilitando assim os estudos

subsequentes.

A escolha de pesquisar a GXM como possivel molécula inibitoria presente no meio
condicionado capsular foi suportada por diversos fatores como: (1) a molécula estar presente
em vesiculas extracelulares e secre¢cdes (RODRIGUES et al., 2007); (2) a molécula ja ter sido
descrita em trabalho anterior com funcdo semelhante (GUO et al., 2014); (3) a molécula
apresentar diversas modulacBes em células imunes, grande parte imunossupressoras
(VECCHIARELLI et. al., 2013); (4) a molécula ser um polissacarideo com varios residuos
polares e que, apesar de possuir usualmente uma massa de até 1700 kDa (ZARAGOZA et al.,
2009), pode ser encontrada com as mesmas caracteristicas estruturais em massas bem
menores, de até 1kDa (ALBUQUERQUE et al., 2014); (5) a molécula ter a caracteristica de
ser internalizada pelos macrofagos, podendo interagir com vias intracelulares, como o
inflamassoma (CHANG et al., 2006).

Um dos fatores mais interessantes observados durante os ensaios de caracterizacdo da
molécula inibitéria foi a capacidade de somente moléculas menores que 1kDa apresentarem
um padrdo inibitorio, principalmente se levarmos em consideracdo o fato que a GXM ¢
encontrada com sua estrutura praticamente inalterada em diversas massas moleculares, sendo
considerada uma molécula heterodispersa. A resposta para esta disparidade pode ser
encontrada em um trabalho publicado no ano passado, que traz em foco as diferentes funcgdes
da GXM, de acordo com a faixa de massa molecular em que se encontra (ALBUQUERQUE
et al., 2014). Entre as diferencas apresentadas estdo peculiaridades na deposicdo de GXM
sobre a parede celular e na formacdo da capsula, porém a mais interessante diz respeito a
modulacéo diferencial de macréfagos in vitro e de camundongos in vivo, afetando a producéo
de citocinas pré e anti-inflamatérias. Este resultado esta de acordo com o resultado
encontrado no ensaio com diferentes fracdes de massa molecular de meio condicionado,
demonstrando que é possivel somente uma fracdo ter apresentado a inibicdo do inflamassoma,

caso a molécula responsavel seja a GXM.

O ensaio de interagdo com GXM purificada era um passo 6bvio a ser tomado, j& que a
hipotese dominante no momento era a de que esta molécula era a responsavel pelas agdes
verificadas. Apesar do resultado inesperado obtido neste ensaio, a hipotese da GXM ainda

assim ser a molécula inibitéria ndo foi descartada. Como dito anteriormente, GXM de



68

diferentes massas moleculares trazem diferentes funcdes, e apesar desta GXM purificada ter
sido obtida atraves de uma fracdo bruta, sua origem é da cépsula do fungo. Além disso, varios
processos quimicos sao realizados para a obtencdo e purificacdo desta GXM (HOUPT et. al.,
1994). Logo, ndo é possivel avaliar se existe GXM menor que um 1kDa em quantidades
significativas nesta purificacdo. Para uma analise mais precisa das a¢des da GXM menor que
1kDa, entraremos em contato com o laboratério do professor doutor Marcio Rodrigues
(UFRJ), que ¢ especializado em isolamento de vesiculas e GXM, a fim de tentarmos uma

purificacdo de GXM a partir do CM35 menor que 1kDa.

A caracteristica polar e diminuta desta molécula inicialmente trouxe ddvidas em
relacdo a sua capacidade de penetrar a membrana celular de macréfagos e interagir com o
complexo inflamassoma, sendo mais provavel a sua internalizacdo por estas células, por meio
de fagocitose. Como dito anteriormente, macrofagos apresentam a capacidade de fagocitar
moléculas de GXM que se encontram aderidas a sua membrana (CHANG et al., 2006), sendo
que esta acdo € verificada apds aproximadamente uma hora de interacdo. Outro dado
importante abordado foi o de que o estimulo prévio destes macréfagos com LPS ndo alterava
a fagocitose da GXM, dado importante para nosso ensaio. Ja era de nosso conhecimento que
existiam moléculas de GXM em fracbes menores que 1kDa de meio condicionado da cepa
B3501, gracas a metodologia de ELISA de captura para GXM (dados ndo mostrados), porém
ndo existiam informacGes acerca de concentracdo e da internalizacdo desta GXM em um
ensaio de interacdo com macrofagos. Neste ambito, os resultados da microscopia confocal
mostrados no trabalho trouxeram duas informacGes importantes: (1) a presenca de uma
concentracdo consideravel de GXM na fracdo menor que 1kDa; (2) a ligacdo a membrana
celular apés 1 hora (dados ndo mostrados) e a internalizacdo da GXM presente nesta fracdo
por macrofagos apds 24 horas. Estes resultados, além de apresentarem o mesmo padrdo de
interacdo ja descrito entre GXM e macrofagos, dao base para a hipétese de a GXM menor que

1kDa ser internalizada.

Durante este trabalho, o resultado mais surpreendente obtido foi o proveniente do
ensaio de ativagdo de caspase-1. Apos ser verificada a inibigdo na produgéo de IL-1B e
também uma prevencéo na inducéo de piroptose (a partir do ensaio de liberacdo de LDH), que
sdo produtos dependentes da ativacdo do inflamassoma, a hipotese mais provavel era de que
houvesse alguma interferéncia na ativagdo ou sinalizagdo do segundo estimulo, promovido
pela nigericina. Para comprovar esta hipotese, a analise da ativacdo de caspase-1 era a melhor

opcao, por ser a tltima enzima a ser ativada no complexo inflamassoma, sendo assim possivel
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a avaliagdo deste passo da via, bem como dos passos anteriores. Desta maneira, a verificacao
de atividade na caspase-1 com a presenca de CM35, inclusive com um aumento no nimero de
células que expressavam esta enzima ativa, veio de encontro com os achados anteriores, pois
indica que a ativacdo do complexo inflamassoma como um todo ndo esta sendo afetada pelo
CM35.

Diante disso, foi procedida a analise da dosagem de pr6- IL-1B no interior das células,
para verificar se a producdo desta pré-proteina ndo estava sendo inibida, com consequente
inibicdo da secrecdo de IL-1B madura. Esta inibicdo ndo era esperada, pois ja havia sido
definido que a via do NF-kB ndo era alterada pelo CM35 (como visto na dosagem de TNF-a).
Surpreendentemente encontramos como resultado um aumento consideravel desta citocina
intracelular, tanto quando os BMMs estimulados entravam em contato com o CM35 quanto
com o CMCAP. Como visto neste resultado, somente o CMCAP é capaz de estimular a
producdo de pro- IL-1p, agindo como um estimulo da via do NF-kB por si s6. E conhecido
que vesiculas secretadas pela cepa CAP67 sdo capazes de modular macrofagos, inclusive com
0 aumento na producdo de TNF-a (OLIVEIRA et. al., 2010), logo ndo ¢ surpresa encontrar
modulacdo semelhante nos componentes secretados por esta cepa. Desta forma, visto que em
todos os resultados anteriores os grupos tratados com CMCAP ndo se comportaram do
mesmo modo que o0s grupos tratados com CM35, atribuimos o excesso de pré-IL-1p
intracelular verificado neste grupo a uma ativacao sinérgica do NF-kB pelo CMCAP e pelo
LPS, ao inves de alguma interferéncia no processamento desta citocina. Existem varios relatos
de uma producdo aumentada de citocinas frente a dois estimulos ao NF-kB, dando base para a
afirmacdo supracitada (GAO et. al.,, 2001; MIN et. al., 2012). Enquanto isso, 0 CM35
isoladamente ndo atua como estimulo para a producdo de citocinas por BMMs, logo o
acréscimo na concentracdo de pro-IL-1p intracelular provavelmente é dependente de alguma

interferéncia em seu processamento.

Estd bem elucidada na literatura que a secrecdo de IL-1B a partir da ativacdo do
NLRP3 e a piroptose sdo eventos totalmente dependentes da ativacdo da enzima caspase-1.
Logo, a ativagdo desta enzima e a auséncia dos eventos supracitados levam a necessidade de
Se pensar em mecanismos posteriores a ativacao da caspase-1 e responsaveis pela efetivagdo
dos mesmos. Neste contexto, discutir sobre a secre¢do ndo convencional das citocinas
processadas pela caspase-1 se torna necessario, na busca por possiveis mecanismos de acéo.
Diferentemente de citocinas que possuem um mecanismo convencional de secrecdo celular,
como 0 TNF-a (STANLEY; LACY, 2010), até hoje nédo se tem definido qual o mecanismo de



70

secrecdo utilizado para as citocinas processadas pelo inflamassoma, em especial I1L-1p e IL-
18, sendo esta secre¢do denominada de secre¢do ndo convencional de citocinas (KELLER et
al., 2008; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

Existem vérias hipoOteses propostas como mecanismos desta secrecdo nao
convencional de citocinas, estando entre elas: (1) a secrecdo destas citocinas por poros de
membrana formados pela ativacdo da caspase-1; (2) a secre¢do destas citocinas a partir da
formagdo de microvesiculas com contelldo de membrana celular, abrigando estas citocinas;
(3) a secrecdo destas citocinas a partir da formacdo de lisossomos contendo as citocinas, com
a exocitose e liberacdo das mesmas no meio extracelular (BERGSBAKEN; FINK;
COOKSON, 2009; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011). A formacdo de poros de
membrana a partir da ativacdo de caspase-1 também ja foi descrita como sendo essencial para
0 processo de piroptose (FINK; COOKSON, 2006; REISETTER et. al., 2011). Alguns pontos
entre estas teorias estdo em acordo, como o fato de a lise celular e a liberacéo destas citocinas
serem eventos independentes (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009; LE FEUVRE et.
al., 2002). Em contraste, outros estudos vém surgindo e apontando ndo compatibilidade com
as hipoteses apresentadas, como um realizado por Bergsbaken e colaboradores, que
demonstrou a partir de ensaios de influxo de célcio que o impedimento da exocitose de
lisossomos ndo impactava na secrecdo de IL-18 e IL-1p (BERGSBAKEN et al., 2011). De
qualquer modo, devido ao conhecimento ainda deficiente no que se diz respeito aos
requerimentos necessarios e aos mecanismos envolvidos na secre¢cdo ndo convencional de
citocinas e na piroptose, ndo € raro encontrar até hoje autores que defendem hipdteses em que
estes eventos sdo interdependentes (TAIT; ICHIM; GREEN, 2014).

Tendo em vista esta inter-relagcdo entre piroptose e a secre¢do de IL-1p e também os
resultados extremamente parecidos nos ensaios apresentados neste trabalho, a hipotese
sugerida para a inibicdo destes eventos envolve a interferéncia de um mecanismo que é
compartilhado por ambos: a formacdo de poros dependentes da ativacdo de caspase-1. Ja é
bem difundida na literatura a existéncia de substancias que, mesmo com a ativacdo da
caspase-1, sdo capazes de inibir a formacdo de poros, conhecidamente impedindo o
intumescimento, lise e morte celular que ocorrem durante a piroptose. Uma destas substancias
é a glicina, molécula considerada citoprotetora que € utilizada em ensaios aonde se busca a
inibicdo da formacdo de poros e a inibicdo ndo especifica do influxo de ions, com
consequente inibicdo da piroptose (FINK; COOKSON, 2006; REISETTER et. al., 2011). A

glicina ¢ um dos componentes utilizados para o preparo do meio minimo utilizado no
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trabalho. Mesmo ndo estando presente nas mesmas concentragdes utilizadas nos ensaios de
inibicdo de piroptose (usualmente se utiliza 5mM nestes ensaios, enquanto nossos ensaios
diluiam a glicina para uma concentracdo de 1,3mM), a presenca da glicina pode explicar a
inibicdo parcial na producéo de IL-1B e na piroptose que foram verificadas com a adicéo de
meio minimo ou de CMCAP nas culturas. Por conta de a glicina ser um aminoacido com
massa molecular extremamente diminuta e resistente a processos como a liofilizagdo
(MEYER; NAYAR; MANNING, 2009), acredita-se na possibilidade desta molécula também
estar presente no CMCAP e no CM35, em concentraches possivelmente parecidas a
encontrada no meio minimo original, o que explicaria as inibi¢des parciais em igual amplitude

verificadas nos grupos em interagdo com CMCAP e com 0 meio minimo.

A interagdo com CM35 resultou em inibigdes mais acentuadas tanto na producao de
IL-1B quanto na piroptose, quando comparadas aos grupos supracitados. Assim como a
inibicdo que provavelmente foi desempenhada pela glicina, é possivel que componentes
capsulares presentes no CM35 sejam capazes de, diretamente ou indiretamente, promover
uma inibi¢do na formacdo destes poros ou na sua funcionalidade, evitando o influxo de ions
(essencial para a piroptose) e a possivel secrecdo de citocinas por estes poros. Um dado
importantissimo para a elaboracdo desta hipdtese foi a documentacdo de que, guando
fagocitado por macrofagos, o C. neoformans é capaz de escapar destes fagocitos a partir de
um fendémeno denominado extrusdo. A extrusdo, apesar de ser totalmente dependente do C.
neoformans, ocorre a partir de uma série de fatores determinados tanto pelo fungo quanto pelo
hospedeiro, sendo que existem fortes indicios que um destes fatores é a inibicdo funcional do
citoesqueleto do hospedeiro, a partir da inibicdo da polimerizacdo de actina (ALVAREZ;
CASADEVALL, 2006). Também ja foi relatado que a permeabilizagdo fagossomal, que leva
a extrusdo, é acompanhada pela secre¢do de vesiculas do fungo, gerando um acimulo de
GXM detectavel no citoplasma do macrofago infectado (TUCKER; CASADEVALL, 2002).
Embora ndo existam relatos que a inibi¢do da actina durante a extrusdo seja promovida pelo
acumulo de GXM na célula, é extremamente tentador acreditar que esta inibicdo € promovida
pela GXM, devido a proximidade dos eventos. Estas informagdes sdo relevantes se levarmos
em conta que os poros de membrana dependentes de caspase-1 necessitam da polimerizagédo
de actina para serem gerados (FINK; COOKSON, 2006). Desta maneira, a presenca da GXM
do CM35 no interior destes macrdfagos poderia interagir com a polimerizacdo de actina,
impedindo a formacéo de poros, da mesma maneira que esta molécula pode estar interagindo

com a actina durante a infecgéo, favorecendo o fendmeno de extrusao.
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Para a confirmacdo desta hipoOtese, novos ensaios devem ser realizados para a
verificacdo deste evento. A padronizacdo de ensaios de microscopia com o intuito de
visualizar a formac&o destes poros, a detec¢cdo de caspase-1 ativa secretada por “western blot”
e a marcacdo de IL-1p intracelular e leitura em citometria de fluxo ou microscopia confocal
sdo ensaios interessantes, que seriam capazes de nos fornecer evidéncias para sustentar a
hipGtese proposta. Uma medida a ser tomada que tornara todo o trabalho futuro mais eficaz é
a substituicdo do meio minimo por algum outro meio quimicamente definido, capaz de
promover a liberacdo de vesiculas pelo C. neoformans e que ndo contenha glicina em sua
formulacdo. Existem trabalhos publicados que utilizam meios para o crescimento do C.
neoformans sem a presenga de glicina (CHERNIAK et. al., 1980; MONARI et. al., 2005b),
porém sdo estudos voltados para a analise somente de GXM presente na capusla, logo é
necessario verificar se a obtencdo dos meios condicionados a partir tais meios de cultura
atende ao objetivo do nosso estudo, que é a analise das moléculas secretadas. De qualquer
modo, a presenca de glicina ndo invalida os resultados encontrados neste trabalho e, na falta
de algum meio de cultura alternativo que sirva aos nossos propositos, a futura purificacdo
destas moléculas, como comentado anteriormente, trard uma maior exatidao para estes

ensaios.

Apesar da hipotese da interacdo da GXM com a formacdo de poros dependentes da
ativacdo de caspase-1 ser uma possivel explicacdo para os eventos de inibicao verificados nos
ensaios, ela ndo é suficiente para explicar o acimulo de pré-IL-1p verificado no interior dos
macrofagos que interagiam com 0 CM35. Isso se deve ao fato de que a inibi¢do na formacéo
de poros ndo explica por qual motivo ndo esta havendo o processamento da pro-IL-1B, mesmo
na presenca de caspase-1 ativas. Tendo em vista que ndo ha nenhuma inibi¢do aparente na
producdo desta citocina, a hipdtese formulada envolve o bloqueio do processamento da pro-
IL-1pB, independentemente da ativacdo da caspase-1. Relatos sobre o bloqueio deste
processamento, sem alteracfes na producgéo de pro-IL-1p e na ativagdo de caspase-1 existem
na literatura, em estudos sobre a febre familiar do mediterraneo. Esta patologia ocorre devido
a mutagOes em uma proteina denominada pirina e envolve surtos repentinos e recorrentes de
febre e inflamag6es focais, principalmente nas articulagfes. A pirina contém um dominio de
homologia com o dominio PYD, que é também apresentado em proteinas do complexo
inflamassoma, como o NLRP3, o ASC e a propria caspase-1, sendo que a pirina é capaz de
interagir com todas estas proteinas (PAPIN et. al., 2007). A pirina é expressa em diversos

tipos celulares desde mondcitos e macréfagos até fibroblastos, sendo que todos os tipos
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celulares que foram utilizados em estudos para esta proteina expressam o complexo
inflamassoma. Apesar dos diversos estudos, aonde se desvendaram questdes como
requerimentos para a inducdo na producéo de pirina e a sua localizacdo no interior das células
(principalmente citoplasmatica e nuclear) (DIAZ et. al., 2004; CENTOLA et. al., 2000), ainda
ndo se tem descrito qual a fungdo fisioldgica exata desta proteina nestas células (XU et. al.,
2014). Sendo assim, ndo se sabe se as mutagcdes apresentadas na febre familiar do
mediterraneo sdo de perda ou de ganho de funcdo, existindo estudos contraditérios que
suportam as duas teorias, ou seja, alguns estudos demonstram que a pirina aumenta processos
inflamatorios mediados pelo inflamassoma (SESHADRI et. al., 2007) enquanto outros
estudos demonstram que a pirina inibe estes mesmos processos (CHAE et. al., 2006;
HESKER et. al., 2012). Diferencas nos tipos de célula utilizados e na origem das mesmas

podem explicar os diferentes resultados encontrados.

Dentro destes estudos, um se destaca por trazer informacdes relevantes para este
trabalho. Papin e colaboradores, 2007, assim como outros grupos, demonstraram que a pirina
possuia um papel de inibicdo ao se ligar ao complexo inflamassoma. Mais do que isso, este
estudo demonstrou que dependendo do dominio de interagdo, a pirina era capaz de interagir
com as principais moléculas do inflamassoma, assim como também era capaz de interagir
com a molécula de pro-1L-1p. Entre as diversas interacbes demonstradas, uma delas envolve a
ligacdo da pirina com a pro-IL-1B e a caspase-1, através de interagdo inicial com a citocina,
formando um complexo tri molecular sem a inibicdo do sitio ativo da caspase-1. Nesta
interacdo, a caspase-1 ativa é capaz de ser detectada, assim como um depdsito acentuado de
pro-IL-1p e uma redugdo na secrecdo de IL-1B, sendo estes dados muito proximos dos
encontrados neste trabalho. E pouco provavel se imaginar que um carboidrato (GXM) tenha a
mesma capacidade de ligacdo as proteinas do inflamassoma e inibicdo que uma proteina
(pirina), porém sabe-se que a pirina é regulada mediante sinais inflamatorios, entre eles 0s
promovidos por LPS (DIAZ et. al., 2004; CENTOLA et. al., 2000), o que nos permite a
hip6tese de alguma interacdo entre a GXM e a expressdo de pirina em células previamente
estimuladas. Tal tipo de interacdo seria extremamente peculiar e dificil de ser encontrada,
principalmente devido ao pouco conhecimento da biologia desta proteina, porém um ensaio
de imunoprecipitacdo entre a pro-1L-1p e a caspase-1 j& poderia trazer indicios de uma ligagdo
atipica entre essas moléculas, juntamente com os dados de ativacéo de caspase-1 e inibicdo na

producéo de IL-1p.
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Outro fator que apoia estas hipoteses apresentadas acima é a presenca de dados na
literatura referentes a ativacdo da caspase-1 e a interagdo com a GXM em macro6fagos, no que
tange as enzimas das vias glicoliticas. E conhecido que a enzima caspase-1 é capaz de clivar
uma série de substratos, aproximadamente 121 (DENES; LOPEZ-CASTEJON; BROUGH,
2012). Dentre estes inumeros substratos, destacam-se vérias enzimas associadas a via
glicolitica (SHAO et. al., 2007). Interessantemente, existem relatos na literatura de que a
GXM ¢é capaz de inibir o fluxo de glicose em macrofagos, a partir da inibicdo de uma enzima
da via glicolitica, inclusive promovendo sua morte (GRECHI et. al., 2011). Apesar de ter sido
associado um efeito direto da GXM nesta enzima, este ndo foi totalmente elucidado, abrindo
espaco para outras interpretacdes. O fato de a interacdo com a GXM reduzir o fluxo de glicose
ao mesmo tempo em que se € conhecido que a enzima caspase-1 quando ativa é capaz de
clivar enzimas que também sdo responsaveis por este fluxo nos traz a hipdtese de que
dificilmente a GXM interagiria na inibigdo da ativacdo desta caspase-1, como foi observado
neste trabalho.

Apesar de parecer improvavel que a GXM atue em dois pontos de uma mesma via,
fornecendo modulages com mecanismos diferentes, é preciso lembrar que essa € uma das
principais caracteristicas desta molécula. Como ja foi discutido aqui, a GXM tem a
capacidade de modular diversas células da resposta imune, agindo em funcdes das mais
variadas como adesdo, producdo de citocinas, migracdo, entre outras. Outro fato que nos
motiva a pensar em mecanismos independentes do sistema inflamassoma para a inibicdo da
producdo de IL-1P é de que varios farmacos como: bromoenol lactona (inibidor da fosfolipase
A2), &cido ocadaico (inibidor de fosfatases), Tenidap (inibidor de transporte de anions),
difenileno iodonio (inibidor da NADPH oxidase), Vorinostat (inibidor da histona deacetilase)
e Imipramina (inibidor da &cido esfingomielinase) apresentam como efeito direto ou indireto a
inibicdo da secrecdo de IL-1pB, a partir de mecanismo ainda ndo totalmente elucidados
(LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

O proximo passo deste trabalho foi a verificacdo das vantagens obtidas pelo fungo
frente a estas inibicdes observadas. E bem relatada e discutida a correlagio entre a montagem
de uma resposta inflamatdria competente e a resisténcia contra a criptococose. Quanto menor
a replicacdo do fungo no interior destes macréfagos, menor a viruléncia do patdgeno, com
melhor prognostico para o hospedeiro infectado (MANSOUR; VYAS; LEVITZ, 2011). Uma
das maneiras de se impedir a replicacdo intracelular descontrolada do C. neoformans é a

montagem de uma resposta inflamatoria celular polarizada para Thl (HUFFNAGLE et. al.,
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2000; WUTHRICH; DEEPE; KLEIN, 2012), com a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y, IL-1P e IL-18. Neste ponto, a ativacdo adequada das células da imunidade inata,
principalmente macréfagos e células dendriticas, é essencial para um desfecho favoravel da

patologia para o hospedeiro.

Neste ambito, a inibicdo da secrecdo de citocinas dependentes do inflamassoma nos
macrofagos a partir de interferéncias geradas pelo C. neoformans € um mecanismo para que
esta célula ndo seja capaz de montar uma resposta adequada. Existem dados conflitantes na
literatura a respeito do papel da citocina IL-1pB na protecdo contra a criptococose, sendo que
alguns estudos defendem uma importancia chave desta citocina na resisténcia do hospedeiro
(GUILLOT et. al., 2008) enquanto outros ndo enxergam uma correlacdo tdo direta entre a
secrecdo da citocina e a protecdo do hospedeiro (WANG et. al., 2011). Pendendo para os
estudos que demonstraram tal protecdo, temos o relato de um caso clinico sobre uma paciente
supostamente imunocompetente, que apresentava defeitos em células da imunidade inata
como neutréfilos e monadcitos, sendo um destes defeitos a producao suprimida de IL-1p. Esta
paciente apresentava criptococose pulmonar e suas células eram incapazes de conter o
crescimento intracelular do C. neoformans, quando comparadas com células de outros
pacientes (MARRONI et. al., 2007). Por outro lado, ndo se ha davidas quanto a importancia
da citocina IL-18 na protecdo contra a criptococose. Estudos demonstraram que esta citocina,
juntamente com a IL-12, € extremamente eficaz na protecdo contra a criptococose pulmonar
(KAWAKAMI et. al., 1997; KAWAKAMI et. al., 2000), sendo inclusive o receptor desta
citocina (IL-18R) importante na sobrevivéncia de hospedeiros infectados com o C.
neoformans (WANG et. al., 2011).

Outro fenbmeno destacado por este trabalho e que traz vantagens para o C.
neoformans é a prevencdo da piroptose. Como descrito anteriormente, a piroptose € uma
morte celular programada extremamente rapida, com carater inflamatorio e com a liberagéo
de contetdo citoplasmatico, possivelmente citocinas inflamatorias entre outras moléculas,
exacerbando a resposta inflamatéria local. Outro papel importante da piroptose é a rapida
destruicdo do ambiente intracelular, que funciona como um reservatorio de crescimento para
patogenos intracelulares. Desta forma, a ativacdo da piroptose expulsa 0 microrganismo de
um ambiente favoravel ao seu crescimento para um ambiente extracelular sobre forte processo
inflamatdrio, que favorece a piroptose de outras células presentes no mesmo ambiente
(BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009). Desta forma, é possivel dizer que a piroptose é

uma estratégia adequada ao combate do C. neoformans, por fornecer uma ampliagdo na
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resposta pro-inflamatoria e também por eliminar os reservatdrios intracelulares de
macrofagos, que sdo ideais para a replicacdo do fungo. Dentre os patdgenos intracelulares que
impedem o processo de piroptose, 0s principais sdo bactérias que alteram a morte celular
promovida pelos macrofagos, ativando caspases apoptéticas como a caspase-8 ao invés da
caspase-1 (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009). Em infecgdes fungicas, um estudo
recente demonstrou que C. albicans, que ndo € um patdgeno intracelular, é capaz de ativar o
inflamassoma, promovendo a piroptose e assim evadindo do interior dos macréfagos,
escapando do ambiente intracelular que é hostil para este fungo (UWAMAHORO et. al.,
2014). Este exemplo demonstra que existem patogenos, inclusive fungos, capazes de modular
a ativacdo da piroptose tanto de maneira negativa quanto positiva, sendo um campo recente de
pesquisa entre as interacBes patdgeno-hospedeiro. As vantagens obtidas a partir da inibicao
deste ambiente pré-inflamatoério exacerbado pelo C. neoformans ficaram claras nos ensaios
realizados no sistema “Transwell”, aonde o fungo capsular obteve uma maior taxa de

replicacdo quando comparado ao fungo acapsular.

Resultados adicionais trouxeram uma vantagem extra que a capsula apresenta ao
fungo: o aumento de pH do meio de crescimento. H& varios anos se discute se o C.
neoformans é capaz de sobreviver ao pH acido apresentado pelo fagolisossomo, com estudos
suportando ambos os lados (VOELZ; MAY, 2010; SMITH; DIXON; MAY, 2014). O
resultado encontrado nos ensaios de resisténcia ao pH neste trabalho pende para a hipdtese de
que o fungo ndo seja capaz de sobreviver tdo bem neste ambiente acido, pois mostra uma
modulacdo significativa do pH pela cepa capsular, que é a mais virulenta e com maior taxa de

replicacdo intracelular.

A diferenca de resposta mediante a via de fagocitose observada quando usados
opsonizantes diferentes no ensaio de fagocitose e morte também merece ser discutida. Ja é
descrito o fato de que a fagocitose mediada pelo sistema complemento ou mediado por
anticorpos opsonizantes sao redundantes, sendo que hospedeiros que ndo apresentam sistema
complemento ganham parte da protecdo contra o C. neoformans de volta quando recebem
anticorpos opsonizantes (SHAPIRO et. al., 2002). Apesar disso, sabe-se que cada tipo de
opsonizacao leva a uma via de ativacao diferente do fagocito, sendo que pouco se sabe sobre
essas vias em relagdo a promoc¢do da atividade fungicida (PIROFSKI, 2006). Outro fator
importante é que, além da acdo opsonizante, os anticorpos protetores contra o C. neoformans
sdo capazes de realizar diversas outras ac6es contra o fungo como, por exemplo, dificultar a

replicacdo do mesmo ao se ligar diretamente a capsula (CORDERO et. al., 2013). Levando
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em consideracdo todos estes fatores, é possivel levantar a hipotese de que a fagocitose do
fungo promovida por anticorpos seja capaz de fornecer uma ativagdo mais adequada para o
macrofago do que a fagocitose promovida pelo sistema complemento, provavelmente ajudada
pelas acdes extras exercidas pelo anticorpo. Isto explicaria o fato de os componentes
capsulares promoverem a replicagdo intracelular fangica somente nos ensaios com a
fagocitose mediante sistema complemento, devido ao fato de haver uma ativacdo inadequada
do macrofago no momento da fagocitose, quando este ja se apresenta modulado
negativamente perante a interacdo com o CM35. Para finalizar, a ativacdo do primeiro sinal
pelo LPS também ndo é a mais adequada para a ativacdo do macréfago, sendo necesséria a
adicdo de IFN-y para uma inibigdo adequada da replicagdo intracelular do fungo (ZEBEDEE
et. al., 1994). Este fato explica a permissividade aumentada destes macrofagos estimulados

durante os ensaios.

Este trabalho trouxe resultados inéditos acerca da interacdo entre componentes
secretados pelo C. neoformans e a montagem de resposta por macréfagos. Apesar de ja
existirem relatos acerca da capacidade de cepas capsulares do fungo promoverem a reducao
da producéo de IL-1B (VECCHIARELLI et. al., 1995; GUO et. al., 2014), pela primeira vez
foi demonstrado que esta reducdo ocorre por interferéncias possivelmente no processamento
ou na secrecdo desta citocina, e ndo por uma falha na ativacdo inicial do macrofago. Estes
resultados, apesar de preliminares, trardo base para trabalhos futuros, aonde sera buscada a
molécula responsavel pelos fendmenos visualizados (ou a confirmacdo de que esta molécula é
a GXM) e o mecanismo de acdo que ela utiliza para promover tais fenémenos. A purificacdo
das amostras obtidas ja esta em etapa final, estando previstas as analises aqui no Brasil e
também em uma empresa privada no Canada. A capacidade de purificar GXM menor que
1kDa também nos traz uma nova amostra com grande potencial para ser testada. Estas
purificacdes, associadas aos ensaios ja descritos ao longo desta discussdo servirdo para
buscarmos novas respostas e validarmos as hipoteses trazidas neste trabalho. Por ultimo, este
trabalho também servird de base para um novo projeto deste laboratério, aonde serdo
verificadas as capacidades imunomodulatorias de vesiculas extracelulares de C. neoformans
em células da imunidade inata no ambito do inflamassoma, assim como o impacto desta

modulag&o in vivo.
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