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RESUMO

O fungo Cryptococcus neoformans € um agente causador da micose sistémica
criptococose, que tem levado a oObito cerca de 181 mil pessoas por ano ao redor do
mundo. A doenca atinge principalmente pessoas imunodeprimidas e adquiriu maior
importancia clinica a partir da década de 1980, com o aparecimento da AIDS. Como
em outras doencas fungicas, o diagnostico e o tratamento dessa doenca ainda nédo
sao ideais, reforcando a necessidade de estudar-se melhor a relacdo parasito-
hospedeiro na busca por melhores estratégias para reverter esses problemas. Nos
altimos anos tem se mostrado que pequenos metabdlitos podem ter um importante
papel na interacdo parasita-hospedeiro. Demonstrou-se previamente, que moléculas
de baixo peso molecular (menor que 1 KDa) presentes no meio condicionado (CM)
de culturas estacionarios de C. neoformans da linhagem H99, afetavam o
crescimento plancténico e em biofilmes desse fungo, bem como a producdo de
melanina e a secrecdo de polissacarideos capsulares por esse fungo. Em
continuidade a esses estudos, no presente trabalho analisou-se a influéncia dessas
mesmas moléculas secretadas pelo fungo na sua interacdo com macréfagos
murinos primarios. Fungos e macroéfagos foram co-incubados por periodos de 2h ou
24h em uma razdo de infeccdo de 2:1 na presenca ou ndo do CM e foram
analisados os possiveis efeitos na fagocitose dos fungos, na sobrevivéncia fangica
pés-interacdo e na producdo de citocinas por esses macréfagos (TNF-a, IL-12, IL-
18, IL-6 e MCP-1, e IL-10). Observou-se uma potencial atividade antifagocitica de
metabdlitos presentes no CM, uma vez que na presenca do CM houve um menor
percentual de fagocitose dos fungos. Além disso, o CM produziu um aumento
significativo no numero de unidades formadoras de colénia do fungo apds a
interacdo com os macrofagos por 24h, sugerindo, portanto, a possibilidade de existir
nessas amostras, moléculas capazes de estimular o crescimento extra e/ou
intracelular do fungo. Interessantemente, apés 24 h de fagocitose, observa-se um
namero bem menor de fungos intracelulares nos macréfagos contendo fungo, do
gue nas amostras controle sem CM. A producdo de citocinas sé foi avaliada no
periodo de 2h de interagdo e ndo foram observadas diferencas significativas na
producdo de TNF-qa, IL-1B, IL-6, apenas uma diminuicdo da producdo de MCP-1 na
presenca de CM indicando um potencial papel anti-inflamatério de moléculas
presentes nessa amostra. Em resumo, foi possivel constatar que 0s pequenos
metabalitos presentes no CM podem afetar a viabilidade e/ou crescimento fungico na
sua interagdo com macréfagos, possivelmente inibindo a sua internalizacdo por
fagdcitos e inibindo a producéo de citocinas proé-inflamatorias. Dessa maneira, um
maior conhecimento das moléculas presentes no CM bem com o melhor
detalhamento de suas atividades podem ajudar no melhor entendimento das
interagcdes fungo-hospedeiro na criptococcose.

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, metabolitos secretados, macrofagos,

interacdo patdgeno-hospedeiro, fagocitose e sobrevivéncia de fungo.



ABSTRACT

The fungus Cryptococcus neoformans is a causative agent of the systemic mycosis
cryptococcosis, a disease leading to about 181 thousand deaths per year worldwide.
The disease affects mainly immunocompromised individuals and gained greater
clinical importance from the 1980s, with the onset of AIDS. As in other fungal
diseases, the diagnosis and treatment of this pathology is still far from ideal,
reinforcing the need to better study the host-parasite interaction in the seek for best
strategies to revert these problems. In the recent years, small metabolites were
shown to play important roles in host-parasite interactions. It was previously
demonstrated that low molecular weight molecules (lower than 1 KDa), present in
conditioned medium (CM) from stationary cultures of C. neoformans strain H99,
affected the planktonic and biofilm growth of this fungus, as well the production of
melanin and secretion of capsular polysaccharides by this fungus. To further study
the role of those molecules, in the present work we analyzed the influence of these
secreted molecules, during fungal interaction with primary murine macrophages.
Fungal cells and macrophages were co-incubated for periods of 2h or 24h in an
infection ratio of 2:1, in the presence or absence of CM. Then we analyzed the
possible effects of these molecules on fungal phagocytosis by macrophages, fungal
survival, and macrophage cytokine production (TNF-a, IL-12, IL-1pB, IL-6, MCP-1, and
IL-10). We observed a potential anti-phagocytic activity of metabolites present in CM,
which samples showed a lower percentage of fungal internalization. In addition, the
CM produced a significant increase in the number of colony forming units of the
fungus, obtained after 24h interaction with macrophages. This suggests that
molecules capable to stimulate the extra and/or intracellular growth of the fungus
might exist in these samples. Interestingly, after 24h phagocytosis, a significantly
lower number of intracellular fungi were observed in fungus-containing macrophages
when compared to control samples without CM. The production of cytokines was
evaluated only within a period of 2h interaction and no significant differences were
observed in the production of TNF-a, IL-13, IL-6. Only a decrease in the production of
MCP-1 in the presence of CM was detected, suggesting a potential anti-inflammatory
role of the molecules present in this sample. In summary, it was possible to confirm
that small metabolites present in CM might affect fungal viability and/or growth while
interacting with macrophages, possibly inhibiting their internalization by these
phagocytes and the production of pro-inflammatory cytokines. Thus, a better
characterization of the molecules present in CM and of their activities could improve
the understanding of fungus-host interactions in cryptococcosis.

Keywords: Cryptococcus neoformans, secreted metabolites, macrophages, host-
pathogen interaction, phagocytosis and fungal survival.



1. INTRODUCAO

1.1 InfecgBes fungicas

No decorrer do tempo, infectologistas tem enfrentado uma grande batalha em
relagdo as doencas fungicas invasivas que estdo atingindo cada vez mais as
praticas clinicas. Essa ocorréncia é vista mais comumente em pacientes com AIDS e
também naqueles que sofrem de problemas hematolégicos, certos tipos de cancer e
pacientes submetidos a transplantes (SINKO, 2017). Parte do aumento do numero
de diagnosticos acerca de micoses sistémicas observados nas Ultimas décadas
deve-se a evolugcdo da medicina, que, permite a sobrevida de pacientes
imunodeprimidos, 0s quais sdo mais vulneraveis a doencas oportunistas, em
especial doencas fungicas (JIANG, 2016; KIERTIBURANAKUL et al., 2006;
CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). O maior numero de casos de infec¢des
fungicas relatadas sao ocasionadas por fungos oportunistas que em geral acometem
pessoas imunodeficientes, como os portadores do virus HIV, pessoas com cancer,
em tratamento com corticoesteréides ou recentemente transplantados
(ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; ROMANI, 2011). No entanto, também se tem
observado um crescente niumero de relatos de infecgcbes fungicas por espécies de
fungos capazes de causar doengas em pacientes aparentemente imunocompetentes
(MITCHELL & PERFECT, 1995).

Nesse sentido, a Micologia médica abrange inUmeros estudos sobre fungos
patogénicos, microrganismos capazes de causar infeccbes aos seres humanos e
gue também séo de grande interesse cientifico e tecnoldgico. Pode-se dizer que dos
1,5 milhdo de espécies de fungos descritas, apenas 300 sdo de interesse médico
por serem capazes de causar doencas humanas (GARCIA & CASADEVALL, 2010).

Os fungos sdo microrganismos que estao presentes em todos os ambientes e
apresentam estruturas reprodutivas capazes de se dispersarem nos mais diferentes
substratos e ambientes. Apresentam extrema importancia no desenvolvimento de

avangos nas areas meédica e farmacoldgica, como por exemplo na descoberta dos
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antibioticos (MOLINARO, 2009; CASADEVALL & PERFECT; 1998, ALMEIDA et al.,
2008).

Por esse motivo, ndo é exagero afirmar que ainda sdo necessarios
aprofundamentos cientificos que busquem compreender melhor os mecanismos de
sobrevivéncia, a resposta imune contra 0os fungos e a sua interacdo com seus
hospedeiros para estabelecimento de melhores estratégias para o controle dessas
infeccbes. Embora existam algumas classes de antifungicos em uso clinico
atualmente, o numero de compostos € bastante limitado, o tratamento em geral &
bastante prolongado e véarios desses farmacos apresentam alta toxicidade e baixa
efichcia (GUPTA & TOMAS, 2003). Além disso, a resisténcia fungica natural ou
adquirida a esses farmacos agrava ainda mais essa situacao, criando a necessidade
de aprimorar 0 que se conhece acerca da biologia desses microrganismos, bem
como da sua interacdo com o hospedeiro para o desenvolvimento de estratégias
mais eficazes de controle dessas doencas (ALVES et al 1997; FICA, 2004,
COLOMBO et al., 2002; JIANG, 2016).

1.2 Criptococose

A criptococose é um tipo de micose sistémica que apresenta anualmente mais
de um milhdo de novos casos e, que leva a morte de aproximadamente 181.000
pessoas por ano (RAJASINGHAM et al, 2017).

A criptococose é causada por fungos do complexo Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG et al.; 2014, MARZIARZ & PERFECT, 2016). O
C. neoformans apresenta duas variedades (var. grubii - sorotipo A e var. neoformans
- sorotipo D), além do hibrido AD. C. gattii - que também tem duas variedades
(sorotipos B e C). (KWON-CHUNG & VARMA, 2006; DEL POETA & CASADEVALL,
2012). Infeccbes por C. neoformans Ss&0 mais comuns em pacientes
imunocomprometidos, enquanto as infec¢des por C. gatti sdo mais frequentemente
associadas a pacientes com o0 sistema imune aparentemente saudavel (KWON-
CHUNG et al., 2014; BICANIC & HARRISON, 2005).

E sabido que a infec¢do por ambas as espécies pode ser fatal na auséncia de
tratamento, principalmente em pessoas com o0 sistema imunoloégico comprometido,
15



considerando-se que ainda ndo esta compreendido o neurotropismo do fungo que é
responsavel por meningites e meningoencefalites (VU et al., 2014).

No Brasil, estudos revelam que cerca de 3,8 milhnes de pessoas sao
acometidas por alguma infeccdo fungica grave, principalmente pacientes com
alguma outra doenca ou condi¢do critica e os habitantes de &reas endémicas para
fungos patégenos (GIACOMAZZI et al., 2015). Porém, levantamentos de dados

epidemioldgicos da criptococose no Brasil ainda ndo sdo muito consistentes.

1.3 Patogénese da criptococose

A infeccdo é causada por inalacdo de particulas infecciosas (esporos) de
leveduras encapsuladas do género Cryptococcus. A doenca pode apresentar duas
formas principais, uma forma oportunista, que acomete principalmente pessoas
imunossuprimidas e que € causada por C. neoformans; e a criptococose primaria
causada por C. gattii, que acomete principalmente pessoas com 0 sistema imune
teoricamente saudavel (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; SRIKANTA et al.,
2014).

Apés a inalacdo de propagulos ou de leveduras dissecadas do fungo, tais
estruturas permanecem no trato respiratério do hospedeiro, sendo seu crescimento
contido por uma resposta imune eficiente, sem gerar dano ao hospedeiro ou
evoluindo como uma infeccédo assintomatica onde o fungo pode permanecer latente
por muitos anos. Neste Ultimo caso, havendo uma baixa significativa da resposta
imune do hospedeiro, comprometida por alguma outra enfermidade, podera ocorrer
a ativacdo do agente infeccioso, disseminando-se por via hematogénica, causando
infeccdo sistémica, e frequentemente atingindo o Sistema Nervoso Central. (LIN &
HEITMAN, 2006; GILES et al., 2009; LIU et al., 2012; DEL POETA & CASADEVALL,
2012).

Um ciclo infeccioso esquematico do fungo no seu ambiente natural, o solo e
na sua interacdo com os diferentes hospedeiros baseados em diferentes trabalhos
da literatura foi sugerido por Lin & Heitman (2006), e pode ser observado abaixo
(Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de infeccdo de Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). (Adaptado. Fonte: Lin
& Heitman, 2006).

Meningite
Criptococica

Esporos/Levedura

Fezes de

pombo ’

Devido sua gama de fatores de viruléncia, como por exemplo a adaptacéo
microbiana a temperaturas diferentes, esse fungo apresenta um grande potencial de
ultrapassar os limites de defesa do sistema imune do hospedeiro, e de se proliferar.
Isso oportuniza o patégeno sobreviver ao sistema de reconhecimento e as defesas
do hospedeiro (CASADEVALL & PIROFSKI, 2003).

O C. neoformans deve ultrapassar a barreira hematoencefalica para invadir o
SNC. Estudos histol6gicos em cérebros com a infeccdo sugerem que o fungo possa
utilizar entre outras estratégias, macréfagos do hospedeiro como “"cavalo de tréia",
para atingir o cérebro. (CHERETIEN, 2002; CHARLIER et al., 2009)

A disposicdo do hospedeiro quando a criptococose atinge o SNC se
caracteriza por manifestacdes de: febre, dor de cabeca, confusdo mental, vertigem,
rigidez na nuca, sonoléncia, vomitos, paralisia dos nervos cranianos e coma.
(LACAZ, 2002; PERFECT et al., 2010).

E nessa énfase infecciosa projetada por esse fungo que é desejavel
aprofundar estudos direcionados para o mesmo, tendo em vista que, conhecer os
mecanismos que regulam o patdgeno durante a infeccdo pode permitir decifrar as
estratégias utilizadas pelo patégeno e possibilitar o desenvolvimento de terapias
para tratar suas infeccoes (FELDMESSER, 2001; DEL POETA, 2004). Nessa
perspectiva, considera-se também que a infeccdo do hospedeiro ocorre pela

17



exposicdo em locais contaminados, porém o desenvolvimento da doenca dependera
do equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e os fatores de viruléncia do
patogeno (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; CASADEVALL & PIROFSKI,
2003).

1.4 Diagnostico e Tratamento da criptococose

A criptococose foi por muitos anos conhecida por uma doenca
caracteristicamente  oportunista. Por esse motivo, em  hospedeiros
imunocompetentes o diagndstico da doenca demora significativamente a ser feito
quando comparado ao diagnostico em pacientes imunocomprometidos. Essa
condicdo pode estar relacionada com a alta morbidade dessa doenca devido ao
baixo indice de suspeita clinica que possui (CHEN et al., 2000; AYE et al., 2016).

O diagnéstico € realizado por meio clinico, sendo a presenca do fungo
frequentemente confirmada por exame direto da presenga do microrganismo
Cryptococcus spp. por coloracdo de materiais biolégicos, como liquor e outras
secrecdes corporais, com tinta da China (hanquim), a qual evidencia a presenca da
capsula mucopolissacaridica desses fungos, fazendo-se entdo a investigacdo de
células em forma de leveduras, que podem conter ou ndo brotamento. No entanto,
também podem ocorrer alteracdes fenotipicas no fungo nos tecidos do hospedeiro,
como por exemplo, o aumento ou diminuicdo do tamanho celular, que podem
dificultar no diagnéstico da doenca, embora ajudem o fungo a sobreviver nos tecidos
do hospedeiro (BAVA et al., 2008; PERFECT et al., 2010).

Foi desenvolvido para C. neo formans, testes moleculares para detecgcéao de
acidos nucleicos dos agentes infecciosos em amostras bioldgicas, tais como sangue,
licor, secrec¢Oes, raspagens cutaneas (SANDHU et al., 1995; PASCHOAL et al.,
2004).

Para casos de neurocriptococose, o diagnéstico pode ser realizado por
técnicas mais sensiveis e especificas, como o PCR. Pois nesses casos ha a
necessidade de um diagndstico precoce, para que haja uma rapida introducao de
tratamento terapéutico contra o fungo (IMWIDTHAYA et al, 2000; IYER & BANKER,
2002; PASCHOAL et al., 2004).
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Atualmente, o teste mais eficaz para o diagnéstico da criptococose é o teste
de deteccdo do antigeno criptocécico (CrAg) em fluidos pacientes o qual € positivo
em mais de 90% dos pacientes infectados (KOZEL & BAUMAN, 2012).

O tratamento da criptococose por Cryptococcus neoformans como descrito
por Saag et al. (2000, p.710), depende dos locais da infeccdo e do estado imunitario
do hospedeiro:

Infeccdo pulmonar sintomatica e criptococcemia isolada ou com
infeccdo instalada no trato urinario ou cutaneo, tratamento com
fluconazol, 200-40mg/dia, durante 3-6 meses. Intolerantes ao
fluconazol, alternativa € a intraconazol, 200-400 mg/dia, durante 6-12
meses. Pacientes mais graves o tratamento € com anfotericina B,
0,5-1mg/Kg/dia, durante 6-10 semanas. Imunocompetentes com
doenca do SNC, a terapia consiste de anfotericina B, 0,7-1 mg/kg/dia
mais flucitosina, 100 mg/Kg/d, durante 6-10 semanas.
Imunocomprometidos com HIV- devem ser tratados igualmente aos
doentes do SNC, independentemente do local da infeccao.

Portanto, no que diz respeito ao tratamento, observa-se a importancia de um
diagnoéstico adequado, aliado principalmente ao estado do paciente e ao local da

infeccéo.

1.5 Cryptococcus neoformans

E uma levedura encapsulada, pertencente ao filo dos basidiomicetos, e
apresenta grande distribuicdo mundial, j4 foi isolado de solo, tronco de arvores,
vegetais decompostos e em excretas de aves, principalmente de pombos, uma das
maiores fontes ambientais desse fungo. (LIN, 2009; CASADEVALL & PERFECT,
1998).

Convencionalmente, sabe-se que ocorre a dispersdo de C. neoformans por
pombos através do alojamento em penas, bico e fezes. Teoricamente, ndo ha
comprovacao cientifica de que o organismo do pombo seja infectado. Apenas, ha
indicios de que essas leveduras sejam tolerantes a tempertarua corporal e a
passagem gastrointestinal do pombo, favorecendo na disseminag¢do do patégeno
pelas fezes (LIN & HEITMAN, 2006; JANG et al, 2011).
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Esse fungo normalmente reproduz-se assexuadamente por brotamento, mas
em condicdes especiais é capaz de reproduzir-se sexuadamente ou
parasexualmente. (LIN et al., 2005).

C. neoformans tém grande potencial de interesse cientifico e médico, pois se
trata de um microrganismo presente em diversos ambientes, causando doencas
considerada graves e até mesmo letais, tendo em vista serem patdgenos
oportunistas que podem permanecer muitos anos em laténcia nos tecidos de
individuos saudaveis apos a infeccdo. Entretanto, quando ha a baixa imunidade no
hospedeiro, ocorre um desequilibrio da interacdo parasita-hospedeiro, que pode
levar ao desenvolvimento de uma doenca. Nesse sentido, pesquisas tém sido
realizadas para a melhor compreensao da regulacdo dos fatores de viruléncia
desses fungos patégenos (LIN & HEITMAN, 2006; CASADEVALL & PIROFSKI,
2003).

1.6 Fatores de viruléncia

A predisposicdo de um organismo humano ou animal de ser infectado pelo C.
neoformans esta associada a particularidades do momento da infeccdo e da
expressdo de fatores de viruléncia, durante a interacdo patdgeno-hospedeiro, que
geram resisténcia do fungo a imunidade do hospedeiro. Ha varios fatores de
viruléncia do C. neoformans que determinam a infeccdo. No entanto, 0s que mais se
destacam sdo: termotolerancia a 37°C, producdo de capsula, sintese de melanina
(COELHO, BOCCA & CASADEVALL, 2014; CASADEVALL & PIROFSKI, 2003;
HARRIS et al., 2014).

1.6.1 Termotolerancia a 37°C

Para que a patogénese demonstre éxito, um fator determinante é a
temperatura corporal do hospedeiro infectado, um ambiente propicio para o
desenvolvimento do fungo de 37°C (ALSPAUGH et al.,, 2000; PERFECT, 2006;
ROBERT & CASADEVALL, 2009).

20



1.6.2 Producéo de capsula

A céapsula proporciona resisténcia ao fungo tanto no ambiente externo quanto
no hospedeiro e estudiosos sdo unanimes ao indica-la como principal fator de
viruléncia do Cryptococcus spp. a presenca de capsula, devido ao fato de que
mutantes nao encapsulados, em geral, sdo avirulentos. Uma vez que, as linhagens
desprovidas de capsula podem de fato ser até 3 vezes mais fagocitadas que as
capsuladas (CHANG & KWON-CHUNG, 1994; ZARAGOZA et al., 2009).

Constituida de 90-95% de glicoronoxilomanana (GXM), este sendo o principal
componente capsular, fundamental na modulacdo da resposta imune através da
inibicdo da fagocitose por macrofagos, modulagcdo na producdo de citocinas,
neutralizacdo de opsoninas, inibicdo da producdo de anticorpos, por exemplo. Além
da GXM, a cépsula possui 5% de glicoronoxilomanogalactana (GxMGal) e outros
componentes em menor quantidade, como as manoproteinas tais como MP-98 e
MP-99 (MA & MAY, 2009; RAKESH et al., 2008; VAISHNAW et al., 1998;
MERSHON-SHIER et al., 2011; VECCHIARELLI et al., 2013).

1.6.3 Sintese de melanina

A melanina € um polimero pigmentado de cor escura, preta ou marrom,
presente na parede do fungo. A melanina atua prevenindo o fungo do estresse
oxidativo, protegendo-o da fagocitose, e também é capaz de modular a resposta
imune do hospedeiro, além de proporcionar uma protecdo maior a parede celular, e
tornar o fungo mais resistente a antifungicos como a anfotericina B (WANG &
CASADEVLL, 1994; GOMEZ & NOSANCHUK, 2003; COELHO, BOCCA &
CASADEVALL, 2014).

A melanina é sintetizada por uma enzima fenol oxidase, a Lacase, que usa
como precursores compostos como L- e D- dopa, dopamina, epinefrina e
norepinefrina. C. neoformans apresenta dois genes de lacase, LAC1 e LAC2, ambos
responsaveis pela sintese da melanina, sendo o primeiro o principal, com um nivel
significantemente maior de transcricdo basal (WILLIAMSON, 1994; PUKKILA-

WORLEY et al., 2005).
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1.6.4 Sintese de enzimas

Cryptococcus spp. secreta varias enzimas durante o seu crescimento, mas
duas enzimas séo consideradas de maior importancia como fatores de viruléncia: a
fosfolipase B e a urease.

A fosfolipase B é parte de um grupo heterogéneo de enzimas capazes de
hidrolisar ésteres de glicerofosfolipideos resultando na degradacéo de fosfolipideos
de membrana das células hospedeiras, e consequentemente, desestruturando a
membrana e facilitando a lise da membrana celular, levando a liberacdo de lipidios
como mensageiros (GHANNOUM, 2000; SCHMIEL; MILLER, 1999; MA & MAY,
2009).

Ja a urease, € uma importante enzima hidrolitica secretada pelo C.
neoformans, que catalisa a hidrélise da uréia em amdnia e carbamato, levando a
alcalinizacdo do ambiente, viabilizando a nutricdo flngica e facilitando a
disseminacgéo do fungo através de rupturas no tecido e da barreira hematoencefalica
(EATON et al.,, 1991; COELHO, BOCCA & CASADEVALL, 2014). Sua producao
facilita a evasdo do fungo das células hospedeiras e € essencial para a

disseminacgéo desse fungo para o sistema nervoso central (SIGH et al. 2013).

1.6.5 Formacéo de Biofilmes

De acordo como Ramage et al. (2012) como ocorrido em bactérias, os
biofilmes — comunidades microbianas dinamicas — podem ser formados por fungos e
de forma similar sdo capazes de resistir a tratamentos e a resposta imune do
hospedeiro.

Ja é demonstrado que C. neoformans pode formar biofilmes o que pode ser
considerado como um fator de viruléncia para esse fungo, no entanto ainda nao se
tem muitos estudos avaliando-se a importancia desses biofilmes na infec¢éo in vivo
(MARTINEZ & CASADEVALL, 2015; GULLO et al., 2013).
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1.7 Interacao fungo-hospedeiro

O C. neoformans é um patdgeno intracelular facultativo que pode viver tanto
em seres complexos como mamiferos, quanto em seres unicelulares como amebas
(STEENBERGEN, SHUMAN & CASADEVALL, 2001). Os macrofagos séo a principal
célula do sistema imune responsavel pela contencédo desse fungo, mas também uma
das células em que esse fungo pode se replicar intracelularmente. Varios relatos na
literatura mostram que a sobrevivéncia e multiplicacdo desse fungo pode as vezes
ser mais eficientes dentro de macrofagos do que externamente (FELDMESSER et
al., 2001; JOHNSTON & MAY, 2012), indicando que o C. neoformans habita a célula
como protecdo, sendo capaz de se locomover de um macréfago para outro
(GIBSON & JOHNSTON, 2015)

1.7.1 Os macrofagos na infeccéo por C. neoformans

Os macrofagos tém a capacidade de realizar a tarefa de controle da infeccéo
até a persisténcia, laténcia e disseminacdo extrapulmonar da criptococose
(DELEON-RODRIGUEZ & CASADEVALL, 2016).

Em uma infeccdo humana, a primeira barreira de defesa que o C. neoformans
se depara ao se encontrar depositado no pulmdo ap6s a inalacdo sdo o0s
macrofagos alveolares. Estes sdo 0s que irdo conter microorganismos e demais
particulas estranhas e que também reagirdo a presenca do fungo, internalizando-o
através da fagocitose (FELDMESSER et al., 2000; GOLDMAN et al., 2001).

1.7.2 Resposta imune anti- C. neoformans

A fagocitose provoca a destruicdo dos microorganismos e inicia 0 processo de
modulacdo do sistema imune do hospedeiro, acarretando na liberacédo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a, IL-12, IL-18 e IFN-y), a ativacdo e o recrutamento de
outras células de defesas (linfécitos T auxiliares (CD4+) e linfécitos T citotoxicos

(CD8+), célula natural killer (NK), neutréfilos e a apresentacdo de antigenos. Ha
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evidéncias que em muitos casos, os fungos ndo sejam totalmente eliminados
permanecendo internalizados em granulomas, que sdo nodulos compactos,
formados por uma aglomeracédo de células, principalmente por macréfagos grandes
e multinucleados envoltos por linfécitos CD4+, com a finalidade conter a infeccéo
(ROSE et al., 2014; SHIBUYA et al., 2005). Havendo uma diminuic¢ao significativa na
imunidade do hospedeiro, pode ocorrer a desorganizacdo do granuloma e o fungo
poderia disseminar-se pelo organismo (GARCIA-HERMOSO et al., 1999).

A resposta das células T é primordial para que haja controle da doenca e
como observado nos pacientes com AIDS ocorre uma falha no sistema auxiliar T
CD4+, podendo ser observada a proliferacdo do fungo nos alvéolos pulmonares.
Nesse caso o fungo deixa de ser contido dentro dos pulmdes, se disseminando pelo
corpo, em especial para o sistema nervoso central, onde se aloja resultando nas
formas mais graves da infecgcéo, as meningites e a meningoencefalites (SHIBUYA et
al., 2005; BOVERS et al.,, 2008; MITCHELL & PERFECT, 1995; PERFECT &
CASADEVALL, 2002; BICANIC & HARRISON, 2005).

1.8 Metabdlitos secundarios produzidos por fungos

Metabdlitos secundéarios sdo moléculas de baixo peso molecular, ou seja,
menores de 1KDa, produzidas ao longo do crescimento microbiano e que podem ser
bioativos, ou seja, tem capacidade de interagir com o ambiente, participando de
diversas atividades bioldgicas, sendo determinantes nas interacdes fungicas com
outros organismos, um exemplo disso sdo as moléculas antibiéticas produzidas por
fungos como a penicilina e as pleuromutilinas (BRAKHAGE & SCHOROECKN et al,
2011; KELLER et al., 2005; BILLS & GLOER, 2016; KEMPKEN & ROHLFS, 2009).

Dessa maneira, podem ter papeis importantes na viruléncia fungica, tanto em
infecg@o vegetal quanto animal, e também servem de moléculas de comunicag&o ou

de defesa contra outros microganismos (MACHELEIDT et al., 2016).

24



1.8.1 Potencial dos metabdlitos secundarios na interacdo patdégeno-
hospedeiro

Atualmente, sabe-se bastante sobre o papel moléculas de alto peso molecular
(maiores de 1 KDa), como a GXM, as vesiculas e as enzimas na biologia de C.
neoformans bem como na sua interacdo com o0 hospedeiro. Tendo em vista o
potencial papel de metabdlitos secundarios na interacdo patdgeno-hospedeiro, e o
fato que fungos em seu ambiente sdo submetidos a estressores bidticos e abibticos,
fazendo com que produzam um grande namero de metabdlitos secundarios, tem-se
despontado o interesse pelo conhecimento do papel dos metabdlitos secundarios
fangicos em micoses humanas (GARVEY & KELLER, 2010; BRAKHAGE &
SCHOROECKH, 2011).

O fungo é capaz de produzir grande quantidade de metabdlitos secundéarios
com diversas fungdes, como na viruléncia e comunicacdo intraespecifica
(sensoriamento de quorum) e interespecifica com outros microrganismos
(MACHELEIDT et. al., 2016). Muito embora tais metabdlitos ndo sejam os principais
colaboradores para a eficacia da patogenicidade do fungo, alguns metabdlitos
especificos sdo fatores de viruléncia ja conhecidos e que podem modificar a
resposta imune do hospedeiro contra os fungos, como a gliotoxina e a DHN-
melaniana produzidas por Aspergillus fumigatus (BIGNEL et al.,, 2016). A
coexisténcia entre espécies € constante e esses metabdlitos podem exercer uma
gama de papeis na comunicacdo dentro de uma espécie ou entre espécies
diferentes, como defesa e obtencdo de alimentos (BRAKHAGE & SCHOROECK,
2011; SPITELLER, 2015).

O processo de comunicagdo microbiana conhecido como sensoriamento de
quérum (QS) em que o0s microrganismos desenvolveram um mecanismo de
regulacdo de comportamentos dependente da densidade celular microbiana, em
muitos casos é mediado por metabolitos secundarios. Embora ja bem estabelecido
para bactérias, ainda apresenta muitas questdes em se tratando de fungos. Esse
processo € melhor conhecido no fungo polimorfico Candida albicans, no qual entre
outros processos regula a filamentacéo desse fungo em reposta a producéao de dois
metabolitos, farnesol e tirosol (HORNBY et al 2001; CHEN et al 2004,

ALBUQUERQUE & CASADEVALL, 2012).
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Albuquerque et al. (2014) verificaram que pequenas moléculas presentes no
meio condicionado, proveniente de C. neoformans, produziram efeito em
crescimento planctonico desse fungo e em biofilmes, melanizacdo e secrecdo de
polissacarideos capsulares, além de estimular o crescimento de outros fungos, como
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, em reacdo cruzada. Nesse trabalho,
visamos dar continuidade a caracterizacao dessas moléculas, dessa vez avaliando o

seu possivel papel na interacdo do fungo com macrofagos murinos.

2 JUSTIFICATIVA

7

A criptococose é uma doenca fangica que causa um grande numero de
mortes cujo diagndstico e tratamentos ainda séo limitados. Dessa forma, tendo em
vista que o desenvolvimento da criptococose depende primariamente da relacéo
entre o fungo e o sistema imune do hospedeiro, torna-se necessario conhecer
melhor essa interagéo sob diferentes aspectos a fim de se tentar elaborar melhores
estratégias dessa doenca. Uma vez que metabdlitos secundéarios podem ter uma
influéncia importante nas interacées fungo-hospedeiro, acreditamos que a avaliacédo
do potencial papel de metabdlitos secretados pelo fungo possa nos ajudar a

entender melhor a interacdo entre esses dois organismos.

3 HIPOTESE

Pequenos metabdlitos secretados por C. neoformans podem influenciar na

interacdo com macrofagos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral analisar a influéncia de
pequenas moléculas secretadas pelo fungo C. neoformans na interacdo com

macrofagos murinos.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos de pequenas moléculas secretas por C. neoformans na:
1) Fagocitose por macrofagos murinos.
2) Sobrevivéncia do fungo apos infeccao in vitro desse fungo com macréfagos
murinos.

3) Producéo de citocinas e quimiocinas por macrofagos murinos.
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9. PERSPECTIVAS

Na perspectiva da melhor compreensédo dos efeitos do CM na sobrevivénvia
fungica e também na fagocitose, serdo necessarios avaliar outras variaveis na
interacdo fungo-macrofago, tal como: na exoxitose néo litica, em outros tempos de

interacdo, com outros tipos de macrofagos, ativo ou ndo ativados.
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