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RESUMO

O fungo Cryptococcus neoformans é o principal agente etiolégico da criptococose,
afetando principalmente individuos imunocomprometidos. A doenca tem o pulm&o como sitio
primario, apresentando tropismo pelo Sistema Nervoso Central onde sua principal manifestagéo
clinica é a meningoencefalite. E um importante problema de satde publica, que tem seu
diagndstico de forma tardia e os dados epidemiolégicos subestimados. A cépsula, a melanina e
a lacase sdo fatores de viruléncia marcantes, sendo um campo promissor para entendimento da
patogénese e promogéo de alvos terapéuticos mais adequados. A melanina de C. neoformans
exerce um impacto na protecdo contra a resposta imune efetora e também dificultando a acdo
de antifingicos. Nosso grupo estudou os efeitos da melanina de C. neoformans na interacdo
com macréfagos murinos por meio de ensaios de fagocitose e também deteccéo de Fagocitose
associada a LC3 (LAP), com duas cepas fungicas: o selvagem H99 e o mutante para lacase
LACL. Observamos que sem suplementacdo para melanizagéo o selvagem era mais fagocitado
que o mutante, demonstrando efeitos da auséncia de lacase. A adicdo de suplementacdo para
melanizacao diminuiu a ocorréncia de fagocitose para o selvagem ao longo do tempo e para o
mutante apenas apos 48 horas, manifestando efeitos da L-DOPA mesmo no mutante. Quanto a
deteccdo de LAP, o mutante apontou maior ocorréncia que o selvagem na auséncia de melanina,
sugerindo que a lacase seja importante para a evasdao do fungo. Quando suplementamos para
producdo de melanina, ndo houveram alteracOes significativas quanto a deteccdo e
quantificacdo da LAP para o selvagem, com um ligeiro aumento observado no mutante apos 48
horas. Esses resultados em conjunto sugerem que a melanina seja protetora quanto a acao
efetora de macrdéfagos, mas que outros interferentes, como a lacase, podem ser tdo relevantes
quanto.

Palavras — chave: Cryptococcus neoformans; melanina; autofagia; interacdo patégeno-
hospedeiro; LAP; fagocitose



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is the major etiologic agent of cryptococcosis, mainly
affecting immunocompromised individuals. The disease has the lung as its primary site,
presenting tropism for the Central Nervous System where its main clinical manifestation is
meningoencephalitis. This disease is an important public health issue, which is diagnosed late
and its epidemiological data are underestimated. Capsule, melanin and laccase are virulence
factors, being a promising field for understanding the pathogenesis and searching more suitable
therapeutic targets. C. neoformans melanin protects it against the effector immune response and
also hindering the action of antifungals. Our group studied the effects of C. neoformans melanin
on the interaction with murine macrophages through phagocytosis assays and also detection of
LC3-associated phagocytosis (LAP). Two fungal strains were selected for this study: wild type
H99 and LAC1 laccase mutant. We observed that without melanization supplementation, the
wild type was more phagocytosed than the mutant, indicating effects of the absence of laccase.
The addition of supplementation for melanization decreased the occurrence of phagocytosis for
the wild type over the time and for the mutant only after 48 hours, this result shows effects of
L-DOPA even in the mutant. As for the detection of LAP, the mutant, in the absence of melanin,
presented higher occurrence of LAP than the wild type, suggesting that laccase is important for
the evasion of C. neoformans. When we supplemented for melanin production, there were no
significant changes in the detection and quantification of LAP for the wild type, with a slight
increase observed in the mutant after 48 hours. These results could suggest that melanin is
protective against the macrophage activity and there are others interferents, such as laccase, so
relevant as melanin in the immune response against C. neoformans.

Key words: Cryptococcus neoformans; melanin; autophagy; host-pathogen interaction;
LAP; phagocytosis.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é uma doenca de relevancia mundial, comumente associada a pacientes
imunossuprimidos. Dados recentes estimam que a meningite criptococica seja responsavel por
152 mil casos com, aproximadamente, 112 mil mortes em todo o mundo por ano
(RAJASINGHAM et al., 2022). No Brasil, esta doenca é negligenciada sendo um problema de
salde publica importante, uma vez que é diagnosticada de forma tardia e possui taxas de
letalidade variando de 45% a 65% (ALVES SOARES et al., 2019). O Governo Federal ainda
ndo tornou compulséria a notificacdo desta doenca, o que dificulta a obtencdo de dados
epidemioldgicos seguros e atualizados, nos afastando de um panorama nacional real e, por
consequéncia, obstando a adoc¢éo de politicas de combate e prevencao.

O principal desfecho clinico da infeccdo por Cryptococcus spp. € a meningoencefalite,
muito embora este patdgeno possa ficar limitado a uma infecdo pulmonar ou mesmo infectar
muitos outros 6rgdos do corpo humano (ZAVALA; BADDLEY, 2020). Ha duas principais
espécies desse género envolvidas nas infeccBes de seres humanos: Cryptococcus neoformans
associado mais frequentemente ao desenvolvimento da doenca em pacientes
imunocomprometidos, enquanto a espécie Cryptococcus gattii se mostrou capaz de infectar
pacientes imunocompetentes mais comumente (HANSAKON et al., 2019).

Dada a relevancia em salde publica desta doenca, se faz necessario entender sobre sua
patogénese e viruléncia. A capacidade de evasdo a resposta imune do hospedeiro e a expressao
de fatores de viruléncia (capsula e melanina, por exemplo) séo dois focos de concentracdo de
estudos que buscam trazer respostas para o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos e
consequentemente um melhor manejo da doenca (ZARAGOZA, 2019).

A melanina é um importante fator de viruléncia descrito na literatura, junto da capsula
e a presenca da enzima lacase. A capsula € uma estrutura complexa composta, principalmente,
de agua e polissacarideos, que dificulta a fagocitose; protege as células fungicas de desidratacédo
e da acdo de radicais livres; inibe a gquimiotaxia de leucdcitos e em estudos recentes ha
evidéncias de que os polissacarideos capsulares sejam potentes indutores de apoptose de células
de defesa (CASADEVALL et al., 2019; ZARAGOZA, 2019). A melanina é um pigmento
escuro gque confere protecdo ao fungo a maltiplos fatores de estresse oxidativo e a acdo de
antifungicos, agindo também na resposta imune do hospedeiro ao alterar a producdo de
citocinas, evadir a fagocitose de macrofagos e mesmo quando fagocitado dificultando a acéo
microbicida (CORDERO; CAMACHO; CASADEVALL, 2020; LEE et al., 2019;

ZARAGOZA, 2019). A lacase tem sua producdo induzida em meio pobre em nutrientes, tendo
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por funcdo conhecida catalisar a polimerizacao e sintetizar a melanina (CASADEVALL et al.,
2019; CORDERO; CAMACHO; CASADEVALL, 2020; LEE et al., 2019).

A fagocitose de macréfagos € uma das respostas da imunidade inata direcionada a
infeccdo causada por C. neoformans. Autofagossomos sdo formados no citoplasma de
macréfagos, que apos se fundirem a lisossomos, sofrem maturagéo e fazem a digestdo dos
patdgenos num mecanismo especifico de autofagia chamado Fagocitose Associada a LC3
(LAP) (NICOLA etal., 2012). DE SOUSA e colaboradores (2022) encontraram uma correlagao
entre diminuicdo da LAP em células J774 e uma maior producdo de melanina em isolados
clinicos de C. neoformans, sugerindo que a melanina possa modular o reconhecimento de
células fungicas pelos macréfagos, afetando diretamente a resposta imune ao patégeno.

A primeira descri¢do de um caso de criptococose na literatura foi em 1894, mas s6 na
década de 50 ocorreu o desenvolvimento dos primeiros agentes antifungicos para tratamento
clinico, como a nistatina e a anfotericina B (KWON-CHUNG et al.,, 2015; ROBBINS;
CAPLAN; COWEN, 2017). A anfotericina B, desde a década de 60, segue sendo o
medicamento de escolha para o tratamento da criptococose, porém a partir da década de 90 a
combinacdo de anfotericina B e 5-flucitosina se tornou viavel, sendo ainda hoje a melhor
estratégia farmacoldgica. Nos paises onde ndo ¢ amplamente disponivel a 5-flucitosina, como
no Brasil, utiliza-se fluconazol em combinacdo com a anfotericina B.

Apesar de haver alternativas farmacologicas para o tratamento da doenca, a resisténcia
microbiana a antifingicos tem sido relatada ao longo da historia e isso pode se dar por meio de
mutacOes génicas, mecanismos adaptativos ao estresse gerado pela droga ou mesmo de forma
natural. Um outro fator relevante quanto as drogas utilizadas para tratamento, especialmente a
anfotericina B, é que elas induzem elevada toxicidade em células humanas, representando assim
mais um desafio importante no manejo da doenca (ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017).

Estudos direcionados para entender a dindmica dos fatos, seja da maquinaria individual
tanto do patégeno quanto do hospedeiro, seja da propria interacdo entre eles podem prover
novas estratégias terapéuticas, reduzindo efeitos colaterais, sendo mais efetivos na
neutralizacdo e eliminacao do patdgeno, trazendo assim desfechos clinicos mais positivos.

Nesse contexto, este trabalho visou caracterizar o papel da melanina de C. neoformans
na interacdo com macrofagos, através da avaliacdo da funcdo imunomoduladora da melanina,
mensurando a influéncia desta em ensaios direcionados a fagocitose e na quantificagdo de LAP.
A hipotese € que a melanina de C. neoformans contribua de modo significativo na capacidade
desse fungo evadir a resposta imune do hospedeiro, provocando mudanga nos padrdes de

reconhecimento celular, na autofagia e na efetividade da acdo microbicida.
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2 JUSTIFICATIVA

A criptococose € uma micose oportunista de relevancia mundial, responsavel por taxas
de letalidade significativas em populagdes de imunossuprimidos, comumente acima de 50%
nos paises em desenvolvimento. No Brasil esse cenario pode ser ainda mais grave, pois ndo ha
uma rede de vigilancia bem articulada por todo o pais, impossibilitando a adocéo de politicas
publicas de prevencao e enfrentamento da doenca.

Mesmo com todo o conhecimento que se tem na descricdo dos agentes etioldgicos da
criptococose e da relacdo patdgeno-hospedeiro, hd muitas hipdteses em aberto carecendo de
atencdo e esforcos cientificos. Estudos recentes de nosso grupo de pesquisa na UnB atribuiram
a melanina a capacidade de evasdo do fungo a fagocitose, além de possivelmente interferir na
diferenciacéo de fagocitos importantes na resposta imunitaria. Essas alteracfes desencadeadas
a partir da interacdo com a melanina podem enfraquecer a imunidade do hospedeiro, agravando
quadros clinicos e trazendo desfechos negativos.

Assim, é de grande relevancia estudar qual o papel da melanina na resposta imune, até
que ponto e de que forma ela pode afetar essa interacdo com macrofagos. Os resultados
alcancados podem fornecer informacfes valiosas para o desenvolvimento de terapias
especificas que tenham como alvo aumentar a eficacia da resposta imunitaria do hospedeiro, ao
invés de matar o patdgeno. Tais terapias tém potencial de induzir menos toxicidade e resisténcia

antimicrobiana.
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3 OBJETIVO

3.1 Principal
Estudar o papel da melanina de C. neoformans na interacdo com macrofagos murinos
J774.

3.2 Especifico

Verificar possiveis interferéncias da melanina de C. neoformans na fagocitose por
macrofagos J774 por meio de ensaios especificos;

Avaliar a presenca de autofagia associada a LC3 (LAP) na interacdo de cepas C.
neoformans melanogénicas e ndo melanogénicas com macrofagos murinos J774 através de

microscopia de imunofluorescéncia.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O Patogeno

O género Cryptococcus compreende uma variedade de espécies, porém poucas sao de
interesse clinico. O C. neoformans passou ao status de patégeno oportunista quando foi descrito
em 1894 e 1895 como agente etioldgico de uma infecgdo 6ssea (ALANIO, 2020; ZHAO; LIN,
2021). Os primeiros relatos de criptococose foram atribuidos em sua maioria a esta espécie,
porém com o avanco dos casos e das tecnologias de biologia molecular, uma outra espécie foi
descrita: C. gattii. Apesar de muito relacionadas entre si, as duas possuem algumas diferencas
com relacdo a epidemiologia e na patogénese humana.

O C. gattii € mais comumente isolado nos tropicos e subtrépicos. No ambiente vive em
materiais em decomposi¢do em cascas de arvores e pode infectar individuos aparentemente
imunocompetentes, com boas condicdes clinicas e fora de um contexto de doencas preexistentes
ou subclinicas (MAY et al., 2016; SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).
Por esses e outros fatores, a incidéncia de doencas causadas por essa espécie € menor se
comparada ao C. neoformans.

O C. neoformans tem boa difusdo geografica, sendo encontrado principalmente nas
excretas de alguns passaros como pombos, 0 que contribui para sua dispersao em areas urbanas,
mas também pode ser isolado no solo, em arvores e em outros animais (MAZIARZ; PERFECT,
2016).

O ciclo de vida do C. neoformans pode se dar de forma assexuada e sexuada. A
reproducdo assexuada é a mais frequente, onde a propagacao ocorre por brotamento na forma
de levedura unicelular. A forma sexuada precisa de condi¢des particulares que favorecam o
cruzamento, como baixas concentracdes de nitrogénio e desidratacdo, bem como da presenca
dos dois tipos celulares preferencialmente opostos para o acasalamento, MAT. e MAT,
(MAZIARZ; PERFECT, 2016; SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).

Embora a forma mais comum de reproducdo sexuada aconteca com células opostas, ha
relatos de reproducdo entre mesmos tipos celulares (MAT, e MAT,) que produzem prole
infecciosa, com caracteristicas hiper virulentas (MAZIARZ; PERFECT, 2016).
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4.2 A criptococose

O C. neoformans é responsavel por grande parte dos casos de criptococose no mundo,
podendo infectar tanto pessoas imunocomprometidas quanto imunocompetentes, embora estes
em menor nimero (ALANIO, 2020; MAZIARZ; PERFECT, 2016; ZARAGOZA, 2019). Essa
espécie representa um risco para pacientes em curso de aids, que apresentam algum grau de
supressdo imune, bem como para portadores de doencgas autoimunes sistémicas e ainda para
aqueles individuos submetidos a tratamentos médicos avancados como para tumores e
leucemias (BAHN et al., 2020).

As infecgOes causadas pelo fungo tiveram um aumento de incidéncia com a emergéncia
dos casos de infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) no inicio do século XX,
onde se estima que pelo menos 10% dos pacientes HIV* tenham sido afetados também pelo C.
neoformans (ZARAGOZA, 2019). As pessoas infectadas por esse virus evoluiam para um
quadro imunodeficiéncia que as tornavam suscetiveis a infec¢fes oportunistas, incluindo
aquelas causadas por fungos.

O uso de antirretrovirais para controle e tratamento da infeccdo pelo HIV, trouxe
melhorias e boa resposta clinica, permitindo que houvesse tempo habil para o tratamento das
infecgdes oportunistas. Com isso, houve um impacto direto nos casos de criptococose nos paises
desenvolvidos, onde a doenca deixou de ser certamente fatal, para se tornar tratavel (ALANIO,
2020; RAJASINGHAM et al., 2017).

Infelizmente, vemos que nos paises em desenvolvimento a doenca segue sendo um
grave problema de saude publica, por questdes de infraestrutura e custos financeiros, afetando
milhdes de individuos, contribuindo para o crescimento de dados estatisticos lamentaveis e
evitaveis (FIRACATIVE; MEYER; CASTANEDA, 2021; SRIKANTA; SANTIAGO-
TIRADO; DOERING, 2014).

A criptococose é a segunda maior causa de mortes associadas a Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida em adultos, sendo a tuberculose a primeira (AKAIHE;
NWEZE, 2021). Na América Latina, observamos que a incidéncia de criptococose acompanha
o perfil global, afetando principalmente pessoas do género masculino, tendo como importante
fator de risco a infeccdo por HIV. Nos paises em desenvolvimento, o nimero de pessoas que
convivem com o HIV ¢ alto, porém o tratamento com antirretrovirais ndo alcanca boa parte
dessa populacio (FIRACATIVE; MEYER; CASTANEDA, 2021).

No Brasil, os dados que se tem sobre a criptococose sdo subestimados, normalmente
indiretos oriundos de programas de vigilancia da aids ou de casos em estagio avangado

diagnosticados em centros regionais. Quando o paciente chega na rede de salde, geralmente
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sdo identificadas formas clinicas de acometimento do sistema nervoso central. A demora na
deteccdo precoce desses casos, reduz bastante as chances de tratamento, aumentando as
hospitalizagOes, as lesdes, a probabilidade de sequelas e as taxas de letalidade (ALVES
SOARES et al., 2019).

H& uma historia natural da criptococose em humanos que nem sempre vai ser
sintomaética, pode evoluir para laténcia, reativando ou ndo no futuro, a depender da condi¢éo
clinica de cada um e de fatores inerentes as cepas fungicas. De forma mais comum, o contato
ocorre quando somos expostos ao meio ambiente contendo leveduras desidratadas ou esporos,
que ao serem inalados fazem do pulmdo o primeiro 6rgédo colonizado (ALANIO, 2020).

De maneira incomum, a criptococose pode se desenvolver de forma rapida e letal,
principalmente em casos de sujeitos imunossuprimidos e decorrente fatores intrinsecos ao
fungo (BAHN et al., 2020; KWON-CHUNG et al., 2014).

Normalmente, a manifestacdo da criptococose se da partindo de uma evolucdo do
quadro clinico onde ocorre uma reativacdo de formas fungicas viaveis, porém quiescentes,
contidas em reservatérios ou granulomas em 6rgédos alvo (ALANIO, 2020). Muitas vezes, a
infeccdo primaria se deu até mesmo numa outra fase da vida, com o sistema imunitario tendo
desenvolvido resposta efetiva. O estado de laténcia pode durar anos e sé efetivamente culminar
em reativacao e disseminacgdo devido a uma imunossupressdo. A dorméncia € uma ferramenta
utilizada pelo fungo que permite que ele se adapte a vida no hospedeiro, sem trazer danos a
nenhum dos envolvidos (ALANIO, 2020; CASADEVALL; COELHO; ALANIO, 2018; MAY
et al., 2016).

As manifestaces clinicas da criptococose estdo diretamente relacionadas aos locais de
colonizacdo pelo microrganismo. No pulmao, as células fungicas vao se depositar nos alvéolos
pulmonares, e devido a resposta imune acionada vdo induzir um quadro de inflamacéo
granulomatosa. Os sintomas podem se manifestar como pneumonia aguda ou mesmo como
Sindrome da Insuficiéncia Respiratoria Aguda (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

O sistema imunitario do hospedeiro pode ndo conseguir montar uma resposta efetora
contra a infec¢do no sitio primario ou mesmo o fungo pode modular a resposta imune dirigida,
resultando na sua propagacdo via circulacdo sanguinea periférica, se disseminando para outros
6rgdos, como o cérebro. Ha relatos de invasao da barreira hematoencefalica de forma direta ou
através de fagocitos contendo leveduras viaveis fagocitadas (teoria cavalo de Trdia)
(SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).

Uma vez internalizadas, as células fungicas trardo danos ao sistema nervoso central,

com multiplos sinais e sintomas, tais como: dor de cabeca, neuropatias, febre, letargia, perda
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de memoria e irritagdo das meninges. Os tipos e a intensidade dos sinais clinicos sdo
dependentes da relagcdo patdgeno-hospedeiro e podem se manifestar de maneira rapida ou
demorar semanas (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

A figura 1 resume o trajeto do Cryptococcus durante a infeccdo e dispersdo do sitio
primario via hematogénica.

Figura 1 - Ciclo de infeccdo e disseminagdo. Inalagdo de leveduras desidratadas ou
basidiosporos presentes no meio ambiente. Alojamento nos alvéolos pulmonares e dispersdo via
hematogénica para o Sistema Nervoso Central.
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alveolares
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Meningte hematogénica para o SNC

criptocdcica

W — X

Barreira hematoencefalica

Fonte: Imagem traduzida e adaptada de (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

Apesar do tropismo do C. neoformans pelos pulmdes e sistema nervoso central, outros
6rgdos podem ser acometidos e ha capacidade de infeccdo de qualquer local no corpo humano.
O aparecimento de ferimentos na pele indica provavel disseminacdo, uma vez que a infeccdo
cutanea primaria € rara e associada com lesfes prévias. Os sintomas, assim como nas outras
manifestacdes, sdo pouco especificos e podem se apresentar, por exemplo, como pustulas,
papulas, celulite e abcessos (ZAVALA; BADDLEY, 2020).

A prostata é outro 6rgdo que pode ser afetado pelas células fungicas, mas quase sempre
sem sintomatologia, sendo entdo considerado um sitio com caracteristicas de reservatério
(MAZIARZ; PERFECT, 2016).

InfeccBes oculares sdo pouco frequentes contudo, podem levar a cegueira irreversivel.
As causas para a perda de visdo podem estar relacionadas a invasdo do nervo éptico pelas
leveduras, ou por um aumento da pressao intracraniana que traria prejuizos ao sistema vascular
(GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).
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O diagnostico da criptococose € essencialmente clinico e epidemiolégico, podendo
contar com auxilio de exames laboratoriais e de imagem. O padrdo ouro para o diagnostico de
criptococose € a cultura e isolamento do Cryptococcus spp. na amostra. S&o métodos de
diagndstico apropriados: a cultura, hemocultura, exame micoldgico, exame direto com tinta
nanquim, exames imunoldgicos e anélise semiquantitativa de LCR (BRASIL, 2022).

A deteccdo direta utilizando a tinta nanquim é um método barato e rapido que permite
a visualizacdo das leveduras em uma amostra de Liquido Cefalorraquidiano (LCR) sendo
altamente especifico. A sensibilidade do exame, por outro lado, é afetada pela carga bioldgica
e falsos-positivos podem estar relacionados com formas fungicas néo viaveis, linfocitos intactos
(séo confundidores em nivel de morfologia e tamanho) ou outros tipos celulares contaminantes
da amostra (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

Ao exame, as leveduras apresentam um halo claro que é visto no microscépio de luz,
pois a cépsula de polissacarideos intacta ndo permite a entrada do corante utilizado. Esta
metodologia pode ser substituida com sucesso pelo teste imunocromatogréafico de fluxo lateral
de antigeno criptococico, que é mais sensivel, mais especifico e ndo dependente do operador
(BRASIL, 2022; GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

O teste imunocromatografico de fluxo lateral de antigeno criptococico — Cryptococcal
Antigen Lateral Flow Assay (CrAg-LFA) é uma opcao de diagndstico que elimina a necessidade
de equipamento especifico para processamento ou leitura, ndo é dependente do operador e que
tem logistica facilitada permitindo sua adogdo mesmo em regides de dificil acesso (BRASIL,
2022). O teste consiste numa fita adsorvida de anticorpos que, imersa na amostra biologica,
apresenta um traco de coloracao especifica caso existam antigenos capsulares. Casos de falso-
negativo podem ser reportados em decorréncia do efeito prozona em pacientes com altas cargas
fangicas. O diagndstico por essa metodologia ndo chega em nivel de espécie, mas para efeito
de tratamento isso ndo € uma informacdo determinante, embora o seja para epidemiologia
(ZAVALA; BADDLEY, 2020).

O antigeno capsular de Cryptococcus pode ser encontrado em diversos fluidos corpdreos
ndo apenas no liquor, e sua presenca pode ser detectada muito antes dos sintomas surgirem,
mesmo em criangas. O soro, o plasma, o liquor e o sangue total sdo amostras eletivas para
deteccdo de antigeno. A deteccdo do antigeno € importante para diagndstico precoce, que
permite a adogdo do tratamento no inicio aumentando sua efetividade, reduzindo o risco de
morte por meningite (BRASIL, 2022).
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N&o ha sinais clinicos patognomonicos de criptococose descritos na literatura, sendo
assim muitas vezes se faz necesséario o diagnostico diferencial com outras doencgas e o que
norteia a busca € o sitio acometido (BRASIL, 2022).

O tratamento tem como principal objetivo reduzir a carga flngica, podendo chegar a
deplecdo, por meio do uso de antifungicos. Diferentes abordagens terapéuticas podem ser
assumidas a depender das formas clinicas da doenca (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY,
2021).

Para pacientes com comprometimento pulmonar recomenda-se terapia com antifungicos
se apresentarem sintomas respiratorios, sinais de disseminagdo para outros 6rgaos ou em caso
de individuos imunocomprometidos (BRASIL, 2022). Para pacientes imunocompetentes esta
previsto a observacdo da evolugéo clinica de forma criteriosa, ficando para o médico a deciséo
pela adogédo do tratamento farmacologico (ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Para individuos com o sistema nervoso central afetado é utilizada uma estratégia que se
divide em trés fases: indugdo, consolidagdo e manutencdo (GUSHIKEN; SAHARIA;
BADDLEY, 2021).

O objetivo principal da fase de inducdo € o controle da carga fangica, com uso de
anfotericina B lipossomal combinada com flucitosina, e na auséncia de flucitosina, altas doses
de fluconazol, por pelo menos 14 dias. A duragdo do tratamento farmacologico desta fase é
definida de acordo com as particularidades clinicas do paciente, podendo superar 18 meses
(BRASIL, 2022).

A formulacdo lipossomica da anfotericina B é mais indicada do que outras
apresentacdes da anfotericina, porque tem menores reacdes adversas e efeitos colaterais, além
de melhor alcance ao SNC (ZAVALA; BADDLEY, 2020).

A fase de consolidacdo consiste em regularizar os indicadores clinicos do paciente,
mantendo regulada proliferacdo fungica, por um periodo de pelo menos 8 semanas. A
medicacdo de escolha nesta fase é o fluconazol, onde sua dosagem vai variar de acordo com as
opcdes medicamentosas feitas na fase de inducao e os resultados das culturas feitas no periodo
vigente (BRASIL, 2022).

A ultima fase € a manutencéo onde serd mantido o uso de fluconazol em baixa dosagem,
apenas por via oral, com a finalidade de evitar a recidiva. O tratamento tem duracdo prevista de
12 meses. A alta farmacoldgica é avaliada caso a caso, de acordo com o historico clinico e a
estabilidade imunoldgica (BRASIL, 2022).
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4.3 Os antifungicos

As infeccOes fungicas sdo responsaveis por bilhdes de casos no mundo, sendo que as
formas invasivas causam taxas de mortalidade maiores do que as infec¢des bacterianas por ano.
Apesar disso, ha poucas alternativas farmacolégicas a disposi¢do, se limitando a apenas quatro
classes de antifingicos: os polienos, a flucitosina, os azois e as equinocandinas (IYER et al.,
2021; PERFECT, 2017).

Os polienos foram descobertos em 1950, tém como alvo o ergosterol presente na
membrana plasmatica das células flngicas e sdo utilizados para tratamento de infecgdes
causadas por fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Cryptococcus. O mecanismo de agédo
é a formacdo de poros artificiais na membrana celular, permitindo um efluxo de componentes
intracelulares essenciais, promovendo instabilidade para a célula, alterando potencial de
membrana e consequentemente morte celular (IYER et al.,, 2021; ROBBINS; CAPLAN;
COWEN, 2017).

A anfotericina B € a principal representante dos polienos, sendo o medicamento padrao
para tratamento de infeccdes fungicas invasivas, tal qual a criptococose. Seu principal efeito
adverso é a nefrotoxicidade, que pode ser atenuada a partir das formulacGes lipidicas, que
permitem uma velocidade de absorcdo menor sem impactar na sua eficacia (BERMAS;
GEDDES-MCALISTER, 2020; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017) .

A 5-flucitosina € um composto sintético (antimetabolito de pirimidina) que inibe a
sintese de DNA e RNA. Mostrou efeitos para o tratamento de micoses sistémicas e foi utilizado
pela primeira vez em 1968, como escolha terapéutica para criptococose (BERMAS; GEDDES-
MCALISTER, 2020; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017). Entretanto, em decorréncia de
sua resisténcia intrinseca e aos efeitos colaterais, 0 uso como monoterapia foi desaconselhado.
O tratamento combinado com formulag6es lipidicas de anfotericina B, proporciona efeitos
aditivos ou sinérgicos tornando o tratamento de inducdo muito mais efetivo do que a
combinacdo anfotericina B e fluconazol (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020;
PERFECT, 2017).

Os azois foram por muito tempo a droga de escolha para tratamento de micoses, por sua
eficécia, seguranca clinica e biodisponibilidade. O mecanismo de a¢do é o bloqueio da sintese
do ergosterol por inibicdo enzimatica, com efeitos fungistaticos (ROBBINS; CAPLAN;
COWEN, 2017). Apesar de possuirem o mesmo mecanismo de acdo, ha diferencas entre os
varios derivados azolicos, que afetam a especificidade de ligacdo para inibigdo enzimatica. Isso
altera os efeitos antifungicos, a seguranca e os efeitos colaterais (BERMAS; GEDDES-
MCALISTER, 2020).



21

Entre os variados derivados azolicos, o0 mais comum é o fluconazol. Possui amplo
espectro de atuacdo, com boa eficacia clinica, baixa toxicidade e baixo custo. Na auséncia de
flucitosina, é a droga de escolha para o tratamento combinado com a anfotericina B para
meningite criptococica por ter boa penetracdo no Sistema Nervoso Central, baixa interacéo
medicamentosa e poucos efeitos adversos (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

As equinocandinas agem inibindo a produc¢éo do principal biopolimero da parede celular
dos fungos, a (1,3) — B — D — glicana, inviabilizando as células fungicas (IYER et al., 2021).
Sdo fungicidas contra a maioria das espécies de Candida e podem desempenhar efeitos também
fungistaticos contra Aspergillus fumigatus (ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017). Mesmo
que o C. neoformans expresse este biopolimero de parede celular, as equinocandinas nao
apresentam eficécia clinica ele por haver uma resisténcia intrinseca a essa classe de antifngicos
em um mecanismo ainda ndo elucidado.

A figura 2 mostra um resumo dos mecanismos de resisténcia a antifingicos das 4 classes
de antifingicos em uso clinico atualmente.

Figura 2 - Mecanismo de resisténcia a antifangicos por Cryptococcus. Os polienos tem como
alvo direto o ergosterol. Os azbis afetam a biossintese do ergosterol a partir do bloqueio da enzima
Ergll. Os analogos de pirimidina, representados pela Flucitosina, agem na sintese de DNA e RNA. As
equinocandinas focam na enzima glucana sintase Fksl, como o Cryptococcus demonstra resisténcia
intrinseca a esta classe de antifdngico, sua relagdo é representada na figura com linha pontilhada.
Aneuploidia, hipermutacdo e mobilidade de transposons sdo recursos para o desenvolvimento de
adaptacao e resisténcia aos farmacos.
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Em publicacGes recentes, observou-se a a¢do de uma subunidade regulatéria de flipase
lipidica, a Cdc50, na mediacao da resisténcia a equinocandinas em Cryptococcus, através de
uma dupla agdo na homeostase e sinalizacéo do calcio citoplasmético pela interagdo com canais
de célcio (CAO et al., 2019). Outra hip6tese é de que a melanina de Cryptococcus proteja contra
a acdo de equinocandinas e anfotericina B (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK,
2002).

Apesar de haver alternativas farmacoldgicas para o tratamento da criptococose, a
resisténcia microbiana a antifingicos tem sido relatada ao longo da historia e isso pode se dar
por meio de mutacOes génicas, mecanismos adaptativos ao estresse gerado pela droga ou
mesmo de forma natural. Um outro fator relevante quanto as drogas utilizadas para tratamento,
especialmente a anfotericina B, € que elas induzem elevada toxicidade em células humanas,
representando assim mais um desafio importante no manejo da doenga (ROBBINS; CAPLAN;
COWEN, 2017).

O cenario atual torna hiperativo a busca por novos alvos terapéuticos, que nao precisam
estar centralizados na eliminagdo do microrganismo, pois sabemos que muitas caracteristicas
celulares dos fungos sdo partilhadas pelas células de mamiferos, tornando o tratamento toxico
e com muitos efeitos adversos. Boas alternativas podem estar em entender caracteristicas
intrinsecas do fungo como os fatores de viruléncia, a biologia, novos genes alvo e suas fungdes
e assim, nao so visar a eliminacdo do patdgeno, mas promover um ambiente mais efetivo para

a resposta imunitaria do hospedeiro.

4.4 C. neoformans: adaptacao ao hospedeiro e fatores de viruléncia

Como ja citado anteriormente, nem sempre o C. neoformans foi considerado um
patdgeno, sendo responsavel por poucos casos até emergéncia das infecgcdes por HIV. Alguns
fatores tém um papel importante para sua patogenia, enquanto outros ainda ndo foram
elucidados.

O C. neoformans é um fungo de vida livre, que ndo tem o ser humano como parte
necessaria de seu ciclo de vida. No habitat natural, ele precisa se manter viavel mesmo em
condicdes hostis e dispor de mecanismos que o protejam da acdo de predadores naturais, como
protozoarios e amebas de solo, onde inclusive tem capacidade de, ndo s6 sobreviverem como
se replicarem (MAY et al., 2016). A figura 3, oferece um resumo das relagdes nos nichos
ambientais e também na relacdo patdgeno-hospedeiro.

Figura 3 — Relagdes do Cryptococcus no meio ambiente e no hospedeiro humano. A esquerda:
Esquema grafico citando os nichos ambientais, reproducdo sexual, interagdo com predadores naturais e
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caracteristicas estruturais do Cryptococcus. A direita: fatores da relacdo patogeno-hospedeiro na
meningoencefalite e a pneumonia.
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O convivio com predadores naturais gerou uma pressao evolutiva, produzindo
ferramentas que funcionam como fatores de viruléncia quando na interagdo patdgeno-
hospedeiro. Essa pressdo também selecionou, ao longo dos anos, exemplares que melhor se
adaptassem a vida em oOrgdos como cérebro e pulmédo, onde podem evadir da resposta
imunitaria, permanecendo vivos e se reproduzindo, tal qual o fazem no meio ambiente (BAHN
et al., 2020; ZARAGOZA, 2019).

A termotolerancia é a capacidade de crescer na temperatura corpérea de mamiferos,
mecanismo crucial para agentes de doencas invasivas (COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014). Outras espécies do género Cryptococcus até expressam fatores de viruléncia
significativos, como cépsula e a melanina, mas nao sdo patogénicas por ndo demonstrarem
termotolerancia (KWON-CHUNG et al., 2014).

Uma vez no organismo, o fungo deve ser capaz de extrair do hospedeiro suas fontes
energéticas e nutricionais necessarios a sobrevivéncia, que serdo utilizados em mdltiplas rotas
metabolicas. Um ion notével é o ferro, que é valioso também para as células de mamiferos,
sendo sempre protegido e reciclado nos processos celulares. Para obter ferro, o C. neoformans
vai competir com o hospedeiro utilizando de permeases, ferroxidases e a glicoproteina Cigl
(ZARAGOZA, 2019).
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Outro ion importante é o cobre, Gtil para a acdo de enzimas como a lacase e a superoxido
desmutase. Altas concentragdes de cobre nos fagossomos parecem ter acdo microbicida,
exigindo do fungo estratégias para evitar o acumulo (COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014).

Uma das principais respostas efetoras do hospedeiro contra a infecgao por leveduras € a
fagocitose, onde o microrganismo sera submetido a um ambiente acidificado e com pouca
disponibilidade de nutrientes. Para o C. neoformans isso ndo é um grande obstaculo, pois o
interior do fagossomo com pH baixo é favoravel para o seu crescimento. Alguns estudos
também demonstram que o fungo seja capaz de desestabilizar as membranas dos fagossomos e
aumentar a expressao de canais transportadores de aminoacidos, permitindo a extracdo destes
do citoplasma corrigindo os efeitos da privacdo nutricional (COELHO; BOCCA;
CASADEVALL, 2014).

A evasdo a acdo de radicais livres confere aos patdgenos a capacidade de se proteger
durante as infecgdes. O C. neoformans possui um conservado sistema de defesa enzimatico
contra a acdo de radicais livres, composto por superoxido redutases, catalases, entre outras
(KWON-CHUNG et al., 2014).

A capsula polissacaridica € uma constituinte notavel que possui duas propriedades, ser
um significativo fator de viruléncia e uma protecdo a resposta imunitaria, conferindo vantagens
para sua sobrevivéncia in vivo. A composicdo principal é de glicuronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomanana (GalXM), embora sua estrutura possa variar de acordo com as condi¢fes
ambientais, sendo estruturalmente dindmica (ZARAGOZA, 2019). Mutantes acapsulares
podem sobreviver e se replicar, mas com uma capacidade muito menor de causar danos ao
hospedeiro (KWON-CHUNG et al., 2014).

A cépsula reduz a capacidade do sistema imunitario do hospedeiro de detectar a
presenca do patdgeno e suprime a resposta imune. Ela impde um impedimento fisico a
fagocitose, ja que sua presenca pode encobrir a maioria dos epitopos presentes na parede celular
dificultando a ligacdo a receptores expressos em fagdcitos, além de poder tornar as leveduras
grandes demais para serem fagocitadas, como ¢é o caso das “fitan cells”. A capsula também vai
protegé-lo de condicdes estressantes como a desidratacdo, a acdo de radicais livres e aos efeitos
de outras moléculas microbicidas (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; ZARAGOZA,
2019).

Os polissacarideos capsulares também podem ser secretados, onde terdo efeitos
inibitorios a migracdo de neutrdfilos e a agdo de quimiocinas, vdo impedir a ligagdo de

leucécitos ao endotélio, se ligar aos receptores CD18, além de serem potentes indutores de
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apoptose (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; KWON-CHUNG et al., 2014;
ZARAGOZA, 2019).

A melanina é um pigmento escuro, presente em muitos animais e microrganismos,
funcionando como um antioxidante eficiente, que absorve radiacdo eletromagnética gerando
protecdo contra os efeitos de raios solares, por exemplo (COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014).

A sintese da melanina ocorre por oxidacao enzimatica nos melandcitos e nos fungos ha
duas vias principais para producdo: a 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) ou L-3,4-di-
hidroxifenilalanina (L-DOPA). A via da L-DOPA é muito semelhante a producgdo de melanina
em mamiferos e vai utilizar a L-DOPA ou a tirosina como moléculas iniciais (LIU et al., 2021).

No caso especifico do C. neoformans, ele utiliza a via da L-DOPA e néo é capaz de
produzir os precursores da melanina, exigindo a coleta de catecolaminas exogenas para iniciar
0 seu processo de melanizagdo. A lacase € a enzima que catalisa a sintese da melanina de C.
neoformans e é codificada, principalmente pelo gene lacl, embora possua o gene lac2 expresso
em menores niveis (LIU et al., 2021).

Os melanossomos sdo vesiculas intracelulares onde ocorre a sintese. Essas vesiculas
distribuem a melanina ao longo da camada mais profunda da parede celular, contribuindo para
uma constituicdo mais rigida dessa parede (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; LIU
et al., 2021).

A melanina de C. neoformans confere algumas vantagens a ele nas suas relacdes
ecologicas. Quando em seu habitat natural a melanina o protege da acdo de raios ultravioleta e
gama, e do calor, permitindo a sobrevivéncia mesmo em temperaturas extremas (SMITH;
CASADEVALL, 2019). Também possibilita a absor¢do de radiacdo de alta energia para
conversao em energia, os fazendo seres autotroficos limitados (LIU et al., 2021).

Foi relatada a capacidade do C. neoformans de secretar fatores de viruléncia em
exossomos, onde ha evidéncia de lacase, bem como de melanina, o que contribui para o
entendimento da patogénese e pode ajudar a elucidar o efeito imunomodulador desses fatores
de viruléncia (EISENMAN et al., 2009; SMITH; CASADEVALL, 2019).

A melanina também pode alterar a susceptibilidade do fungo a antifungicos alterando a
farmacocinética. A localizacdo privilegiada na parede celular permite que os farmacos com
efeitos citotoxicos permanegam fora da célula, em um mecanismo ainda ndo completamente
elucidado (SMITH; CASADEVALL, 2019).

Com relacdo a fagocitose, esse importante fator de viruléncia também pode

desempenhar fator protetivo. Alguns estudos trazem uma redugéo na fagocitose de exemplares
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melanizados por macréfagos alveolares, enquanto outros mostram que mutantes acapsulares
melanizados tiveram maiores taxas de fagocitose, podendo inferir que a capsula de C.
neoformans exerca um papel de esconder a melanina das a¢des da resposta imune inata do
hospedeiro, bem como do reconhecimento para producdo de anticorpos (SMITH;
CASADEVALL, 2019).

Ainda ndo ha um consenso sobre a acdo imunomoduladora da melanina frente a
fagocitose, pois outros fatores podem ser relevantes interferentes, como a velocidade da
melanizacdo, acdo e quantidade de enzima lacase presente ou ainda captura de importantes ions
como cobre e ferro (DE SOUSA et al., 2021, 2022; SMITH; CASADEVALL, 2019).

A figura 4 é um esquema grafico sobre a melanina, sua localizagdo nas leveduras e
algumas funcées no C. neoformans.

Figura 4 - A melanina esta localizada na parede celular, e pode ser secretada para 0 meio
extracelular em exossomos contendo também a enzima lacase e outros fatores de viruléncia que véo
contribuir para o sucesso da infeccdo. A melanina executa papeis na protecdo contra espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, contra a acdo de antifungicos, peptideos antimicrobianos e enzimas
antifingicas.
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Fonte: prépria autoria.
A enzima lacase também é tida como um fator de viruléncia de C. neoformans. Ha dois
tipos produzidos, a LAC1 e a LAC2. A LACL1 se encontra em maior concentracdo ligada a

parede celular, ao passo que a LAC2 pode ser encontrada no citoplasma das células, ndo
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possuindo evidéncias de sua localizagdo em outros compartimentos (COELHO; BOCCA,
CASADEVALL, 2014).

Algumas das funcbes associadas a esta enzima sdo: biossintese de melanina, na reacéo
de Fenton feita em fagdcitos a partir da oxidacéo de ferro, producdo de neuro catecolaminas, e
imunomodulacdo de prostaglandinas fungicas (PARK et al., 2020).

Com relagdo as a¢des do fungo no Sistema Nervoso Central, muito é possibilitado pela
a atividade da lacase, pois € ela que durante a invasao da barreira hematoenceféalica, vai agir
como facilitadora do neurotropismo, fazendo a oxidacgdo das catecolaminas e ions | presentes,
essenciais para a sobrevivéncia e replicacdo do patégeno nesse sitio infeccioso (PARK et al.,
2020). Ela também sera responsavel por uma eosinofilia, seguida de uma distor¢do do perfil de
macrdfagos ativados para M2 e polarizacéo para resposta Th2 (WANG et al., 2022).

4.5 Interacao patogeno-hospedeiro

Como ja abordado, o contato com o C. neoformans, comumente, se dara nas primeiras
fases da vida a partir da inalacdo de particulas suspensas contendo leveduras desidratadas ou
basididsporos. Essa exposi¢do conduzira a infeccdo primaria, normalmente bem gerida, por se
dar em individuos imunocompetentes com apresentacdes de sinais e sintomas clinicos da
doenca inespecificos ou até mesmo assintomatica.

A consequéncia desta primeira infeccdo pode ser a completa eliminacdo do fungo, ou 0
desenvolvimento de laténcia na forma de granulomas. Caso a laténcia ocorra, em um novo
momento de imunocompromentimento, podera haver a reativacdo do patdgeno, onde a
criptococose se manifesta requerendo tratamento.

Compreendida a histéria natural da doenca, agora faz-se necessario entender o0s
processos imunitarios que a regem, assim como aprofundar na relagdo patégeno-hospedeiro.

A primeira linha de defesa contra a infeccdo por C. neoformans nos humanos é
desempenhada pela imunidade inata. Ela tem inicio na mucosa nasal, passa pelo muco e pelos
movimentos ciliares presentes em todo o trato respiratério com o objetivo de impedir a
instalacdo e proliferacdo do microrganismo. Contudo, o fungo é capaz de evadir obtendo
vantagens de seu tamanho. Os basididsporos sdo estruturas de aproximadamente 1-2um, o que
permite que eles passem pelos brénquios, bronquiolos até chegar nos alvéolos pulmonares sem
serem perturbados (ZHAO; LIN, 2021).

Chegando aos alvéolos, as principais células envolvidas no reconhecimento do patégeno

sdo os macrdfagos alveolares e as células dendriticas que vao utilizar da fagocitose, principal
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resposta efetora frente uma infecgdo por C. neoformans, para elimina-lo (NELSON et al.,
2021).

Dadas as propriedades antifagociticas da capsula de C. neoformans, a fagocitose precisa
do processo de opsonizacgao para ocorrer. As principais opsoninas envolvidas sdo as proteinas
do sistema complemento e os anticorpos circulantes (ZARAGOZA, 2019).

O sistema complemento é composto por um conjunto de proteinas que séo ativadas por
meio de uma cascata enzimatica, que pode ser iniciada pelas vias classica, alternativa e pela via
da lectina. No caso do C. neoformans, a capsula é capaz de ativar esse sistema, principalmente
pela via alternativa, causando a deposicdo de C3, mas as demais vias também podem ser
utilizadas (ROHATGI; PIROFSKI, 2015).

Numa proporg¢éo menor, algumas proteinas de C. neoformans podem ser identificadas a
partir do reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS) por
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRS) expressos nas células imunitarias (ZHAO,;
LIN, 2021). Receptores de manose presentes em macrofagos e células dendriticas, por exemplo,
podem reconhecer manoproteinas de Cryptococcus e assim mediar a fagocitose (ROHATGI,
PIROFSKI, 2015). As células dendriticas sdo capazes de reconhecer antigenos capsulares via
TLR2 e TLR4, o DNA de C. neoformans pode ser reconhecido via TLR9 (WOZNIAK, 2018).

Uma vez fagocitada, a levedura € internalizada no fagossomo que se funde a um
lisossomo, resultando na formacdo do fagolisossomo e na liberagcdo de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio. O lisossomo contem proteases, peptideos antimicrobianos, entre outras
moléculas que tem por funcdo auxiliar na degradacdo do patogeno, além de facilitar o
processamento destes para serem apresentados via MHC de classe Il, completando a resposta
imunitaria efetora com a participacdo da imunidade adaptativa (CAMPUZANO; WORMLEY,
2018; NELSON et al., 2021).

Os macrofagos e células dendriticas podem modular a resposta mediada por linfocitos
T, pela sua funcdo de apresentacdo de antigenos e pela secrecdo de citocinas e quimiocinas que
induzem a diferenciacdo para linfocitos T auxiliares. No que tange ao status imune do
hospedeiro, o padrdo de resposta ponderado para Thl com a ativacdo de macréfagos M1 é
considerado efetor para eliminacédo do fungo. Ao passo que macréfagos ativados M2, tendem a
favorecer a resposta ponderada Th2, considerada menos fungicida e, portanto, menos efetora
(ROHATGI; PIROFSKI, 2015; WANG et al., 2022). A resposta ponderada para Th17 esta mais
associada a imunidade de mucosas, autoimunidade (MUKAREMERA; NIELSEN, 2017).

A inducdo da ativacdo de macrofagos M1 é feita pela presenca local de citocinas pro-

inflamatdrias TNF-a e IFN-y, do Fator Estimulador de Colonias de Granulécitos e Macrofagos
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(GM-CSF), de lipopolissacarideos e do estimulo aos receptores TLRs. Os macr6fagos M2, tem
perfil anti-inflamatorio sendo influenciados pelas citocinas IL-4 e 1L-13 (WANG et al., 2022).

A células dendriticas maduras, assim como 0s macréfagos ativados M1 secretam
citocinas pro-inflamatdrias, IL-12 e IFN-y, influenciando os linfocitos T auxiliares a
direcionarem a resposta para o perfil Thl. A resposta Thl é caracterizada por um aumento na
excrecdo de IFN-y, IL-2 e TNF-a (CAMPUZANO; WORMLEY, 2018). A producdo destas
citocinas no microambiente vai agir em um mecanismo de retroalimentagdo para manutencao
deste padrdo Thl, para a ativacdo de mais macrdfagos M1 e supressdo de outros tipos de
resposta até que o patégeno seja neutralizado.

O padréo de resposta Th2 é induzido na presenca de células dendriticas expressando as
moléculas co-estimulatorias CD86 e OX40L e da IL-4, que também favorecera a maturacao de
macrdéfagos M2. Esse padrdo de resposta é rico em IL-4, IL-5 e IL-13 (MUKAREMERA,
NIELSEN, 2017). Acredita-se que nesse tipo de resposta, os macréfagos funcionem como
reservatorios para as leveduras, ndo sendo capazes de reduzir o crescimento fungico, facilitando
sua disseminacgdo para outros 0rgaos e a contribuindo para a exacerbacdo da doenca (WANG
et al., 2022).

4.6 A autofagia e o C. neoformans

O termo autofagia foi inicialmente usado na década de 1960 por Christian de Duve,
quando o definiu como um processo celular onde substratos intracelulares sdo conduzidos para
degradacdo dentro de lisossomos. As estratégias utilizadas para entender esse mecanismo eram
baseadas em bioquimica, fisiologia celular e técnicas ultra estruturais, trazendo avangos na
compreensdo da regulacdo e da morfologia de estruturas relacionadas (MIZUSHIMA, 2018).

Depois dos trabalhos do grupo de Yoshinori Ohsumi (prémio Nobel de Medicina em
2016), muito se evoluiu na descoberta dos genes associados e muitos outros grupos
contribuiram para que se chegasse hoje numa nomenclatura unificada de Genes Relacionados
a Autofagia (ATGs). Atualmente tem-se a descricao de 16 genes classificados como essenciais
(MIZUSHIMA, 2018).

Atualmente a autofagia € definida como um processo bioldgico fundamental, que se
manifesta de, pelo menos, trés formas conhecidas: macroautofagia, microautofagia e autofagia
mediada por chaperonas (MIZUSHIMA, 2018). Na figura 5, vé-se um esquema resumido da
formacdo dos autofagossomos em cada um dos tipos de autofagia. A macroautofagia é a
principal delas e tem por fungéo geral a reciclagem, por digestdo lisossomal, dos mais variados

componentes intracelulares, indo desde proteinas a organelas inteiras, com o intuito de manter
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a vitalidade e o equilibrio funcional celular. Pode ser desencadeada por privagdo nutricional,
sinalizacdo intracelular, mal funcionamento de organelas e presenca de patégenos (DERETIC;
LEVINE, 2009; HECKMANN; GREEN, 2019).

Figura 5 - Dindmica da formacédo de autofagossomos. A — Na macroautofagia uma espécie de
saco membranar se alonga e se encurva para englobar estruturas citoplasmaticas. O processo € mediado
por proteinas chamadas ATGs (incluindo ATGL/ULK, ATGY9, ATG14, ATG2, ATG18/WIPI e
ATGS8/LC3). O segundo passo é o fechamento, que resulta em um autofagossomo de membrana dupla.
Apos a fusdo com lisossomo, mediada por SNARESs, proteinas Rab e fatores de amarracdo, ocorre a
degradacdo seletiva da membrana mais interna. B — Na microautofagia, uma porcéo do citoplasma é
diretamente englobada pela membrana lisossomal, com a fase de invaginacéo e fissdo também mediada
por proteinas ATGs. As vesiculas formadas sdo lancadas em lisossomos para degradacdo. C — A
autofagia mediada por chaperonas ndo envolve membranas, porque proteinas com caracteristicas
especificas sdo reconhecidas e transportadas para o interior de lisossomos por receptores/translocon em
um processo inteiramente mediado por chaperonas.
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Fonte: Imagem traduzida de (MIZUSHIMA, 2018).

Fisicamente, o processo se inicia com a formacédo de uma estrutura composta por uma
bicamada chamada de autofagossomo, que evolui estruturalmente até a fusdo com um
lisossomo onde ocorrera a digestdo do conteddo (NICOLA et al., 2012).

Com os avangos no entendimento desse mecanismo celular, percebeu-se que 0s
impactos gerados por ele se estendiam a muitas outras areas, trazendo outros pontos de vistas

para desafios ja conhecidos. E o que se pode notar nos estudos recentes sobre a fisiopatologia
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de algumas doengas neurodegenerativas, das neoplasias e de disfungfes no sistema
cardiovascular (WU; LU, 2020).

A maioria dos tipos celulares que compde o corpo humano conservam alguns niveis de
autofagia, sendo a escassez de nutrientes um dos principais gatilhos. Com os macréfagos ndo
seria diferente, pois além de cuidar da prépria regulacdo, eles sdo uma das principais pontes
entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa, com capacidade para imunomodulacdo da
resposta imunitaria como um todo (DERETIC; LEVINE, 2009; WU; LU, 2020).

A autofagia também estd impactada diretamente no funcionamento do sistema
imunitario e na resposta a infeccdo por patdgenos. A coevolucdo dos seres eucariotos com
microrganismos com capacidade para se desenvolver no ambiente intracelular trouxe uma
pressdo para a promocao de um processo efetivo no manejo destes, e nesse sentido a autofagia
esta diretamente conectada com processos de regulacdo da resposta imune inata, resposta imune
adaptativa e processo inflamatorio (DERETIC; LEVINE, 2009).

O reconhecimento de PAMPs via PRRs e toda a cascata que € desencadeada a partir
desta ligacdo, também é capaz de ativar a autofagia por meio de uma via de sinalizagéo diferente
da autofagia classica, utilizando a via da Fagocitose Associada a LC3, ou s6 LAP
(HECKMANN; GREEN, 2019).

A via da LAP é uma das funcdes ndo classicas que as proteinas associadas a autofagia
desempenham na modulacéo da interacdo patdégeno-hospedeiro. Essa via utiliza proteinas que
estdo envolvidas na via classica da autofagia, incluindo aquelas que conjugam a familia das
proteinas de microtubulo: MAP1LC3A, MAP1LC3B e MAP1LC3C, coletivamente designadas
como LC3, a membrana de fagossomos (HECKMANN; GREEN, 2019).

Estudos mostraram que o estimulo a receptores de superficie como os TLR 1, 2, 3,4, 5
e 7 podem induzir a formacéo dos autofagossomos, assim como a ligacédo ao receptor Dectina-
1 regula processos dependentes de autofagia em macréfagos como secrecdo de proteinas e a
fagocitose dependente de LC3 (MA et al., 2012; WU; LU, 2020) . Quanto aos receptores
intracelulares, eles podem estimular o inicio do processo de autofagia a partir da interacdo com
genes especificos (ATGs) (WU; LU, 2020).

Na autofagia classica, a LC3 tem funcdo na sele¢do do contedldo dos autofagossomos,
fechamento dos autofagossomos, e apoio a fusdo das membranas. Na LAP, ela tem funcdes a
jusante, como na fus@o fagossomo-lisossomo (HECKMANN; GREEN, 2019).

Neste ponto pode-se notar que a LAP pode ajudar no controle da infeccéo por patégenos

gue tem maquinaria desenvolvida para sobreviver dentro do hospedeiro como o C. neoformans.
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S80 muitos 0s recursos que o sistema imunitario pode lancar mdo na intencdo de
controlar a infecgédo por C. neoformans, mas talvez sejam igualmente variados os mecanismos
pelos quais o fungo pode utilizar fatores de viruléncia e mecanismos de adaptacao para modular

a resposta imune, evadindo dela com sucesso.
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6 METODOLOGIA

6.1  Cultura de células
6.1.1 Fungos

Para todos os experimentos foram utilizadas as cepas H99 (selvagem) como
representante de cepa melanogénica e LAC1 (mutante para o gene LAC1, principal responsavel
pela producdo de melanina) como representante de cepa ndo melanogénica do fungo C.
neoformans.

As duas cepas partiram de um estoque a -80 °C preservadas em glicerol, passaram por
uma etapa de descongelamento e enriquecimento em caldo Sabouraud. Uma al¢ada contendo
100 pl de cada cepa criopreservada foi inoculada em 10 ml de caldo Sabouraud e incubada a
37 °C, sob agitacdo constante de 200 rpm por um periodo de 72h. Ao final deste tempo, as
culturas liquidas eram entdo semeadas por esgotamento em agar Sabouraud a fim de se obter
coldnias isoladas para execucéo dos experimentos.

Para obtencdo das culturas isoladas cada cepa em meio liquido foi cultivada em agar
Sabouraud (10 g de peptona, 20 g de dextrose e 18 g de agar, pH: 5,6) a 37 °C por 72 horas. Ao
fim deste periodo, as placas eram mantidas a 4 °C por até 15 dias e depois descartadas.

A cada ciclo de 15 dias, este processo era refeito para que 0s experimentos fossem
realizados com culturas jovens. A figura 6 apresenta um resumo esquematico desse processo.

Figura 6 - Esquema ilustrativo do cultivo das cepas de C. neoformans.
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Fonte: autoria propria.
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6.1.2 Macrofagos J774

Foram utilizados nesse estudo macréfagos murinos imortalizados J774 vindos de um
estoque a -80 °C. Essas células eram mantidas em meio DMEM, a 37 °C e 5 % de CO2, com
suplementacdo de aminoacidos ndo essenciais e 10 % de soro fetal bovino.

A manutencéo das culturas era feita num esquema de repique de 2 — 3 dias, ou antes
caso houvesse confluéncia na placa. Foram feitos até 20 repiques com posterior descarte da
cultura.

As células eram criopreservadas com DMSO a 10 %, com estoques renovados a cada 6
meses.

A figura 7 contém um resumo da manutencdo dessas células.

Figura 7 - Esquema do manejo das células J774
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Fonte: autoria propria
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6.2 Inducéo da producéo de melanina em C. neoformans

Para inducdo da producgéo de melanina nas cepas H99 e LAC1 de C. neoformans, partia-
se de uma col6nia isolada de cada cepa respectiva cultivada em agar Sabouraud e mantida a 4
°C.

Essas colonias isoladas eram inoculadas em 10 ml de caldo Sabouraud para
enriquecimento por 72 horas a 37 °C com agitacao constante de 200 rpm. Ao fim desse periodo,
as culturas liquidas eram lavadas e tinham seu meio trocado para Meio Minimo Glicina (3 g de
glicose; 0,975 g de glicina; 2,5 g de sulfato de magnésio heptahidratado; 4 g de fosfato de
potéssio monobasico) suplementado com tiamina (51 pl por litro).

Neste estudo foram testadas duas condi¢bes de suplementacdo para producdo de
melanina, 24 e 48 horas. As culturas eram suplementadas em Meio Minimo Glicina em dias
diferentes de acordo com o planejamento dos desafios experimentais. Nos dias adequados, as
culturas recebiam 1 mM de L-DOPA.

O grupo controle para melanizacdo era processado junto com 0s demais, mas sem
receber a suplementacéo de L-DOPA.

Um tubo Falcon contendo 10 ml de meio minimo suplementado com L-DOPA estéril

foi processado nas mesmas condi¢des das culturas fingicas para controle de autopolimerizacéo.

6.3 Co-incubacéo fungo-macrofago

Para co-incubacdo, a cultura de J774 era utilizada entre o terceiro e vigésimo repique e
as cepas fungicas ja tendo passado pelo processo de inducdo de melanizacao.

Os macrdéfagos J774 eram processados um dia antes dos desafios experimentais. Foram
coletados das placas de cultura, concentrados e contados em camara de Neubauer com auxilio
de corante de vitalidade celular para determinagdo de um indculo de 1 x 10° células/ ml. Em
seguida, eram distribuidos nas placas de 96 pocos (para ensaio de fagocitose), 24 pogos (para
0s ensaios de detecgdo de LC3), na densidade de 1 x 10* células/ pogo. Essas placas eram
incubadas em estufa para cultura de células com atmosfera de 5 % de CO; por 24 horas,
contendo ent&o no dia seguinte 2 x 10* células/ pogo.

Os fungos eram submetidos ao processo de inducdo de melanizacdo de forma que no
dia dos desafios experimentais tivessem as condi¢fes de 24 e 48 horas de melanizacdo
satisfeitas. Foi usada uma proporc¢éo de 2:1, ou seja, 2 fungos para cada macréfago, nos ensaios
de fagocitose e deteccdo de LC3. Uma aliquota das culturas fungicas era diluida em tampéao
PBS esteéril (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 2 mM KH2PO4 e NaPOs mM, pH 7,2-7,4), contada

em camara de Neubauer e entdo a solucdo flngica era preparada.
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O anticorpo monoclonal anticapsula 18B7 foi utilizado como opsonina nos ensaios. O
anticorpo era adicionado as solucGes fungicas 30 minutos antes das infecgdes. Depois do
periodo de opsonizacdo, as soluc¢des flngicas eram plagueadas nos seus respectivos pogos para
co-incubacdo com os macrofagos. Os tempos de infeccdo variam para cada experimento.

6.4 Fagocitose
Neste experimento os macrofagos J774 foram infectados com cada uma das cepas
fangicas em trés condicdes diferentes: Sem suplementacdo para melanizacdo; com 24 horas de
suplementacédo para melanizacdo e com 48 horas de suplementacdo para melanizagdo. Haviam
pocos de interacdo sem opsonina, para controle da opsonizacdo. Um esquema da distribuicao

das células nos pocos esta presente na figura 8.

Figura 8 - Ensaio de fagocitose. Distribuicdo das células na placa de 96 pocos.
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Fonte: autoria prépria

A infeccdo ocorria por duas horas ap06s a opsonizacao dos fungos e ao fim desse periodo,
cada poco era lavado por 3 vezes com PBS para retirada de fungos nao fagocitados. Com 0s
pocos lavados esses eram corados com o Kit Instant prov (pandptico), seguindo as instrugdes
da bula, com a finalidade de corar os macrofagos e evidenciar assim a fagocitose.

A placas foram analisadas em microscépio invertido (Zeiss primovert), tendo 4 campos
fotografados de forma aleatdria. Todos os macrdéfagos presentes nos campos eram contados e
estratificados em contendo ou ndo fungos, depois era determinada a quantidade de fungos em

cada macrdfago.
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O experimento foi feito em duplicata bioldgica e triplicata técnica.

6.5 Detecgdo de LC3

A deteccdo de LC3 foi feita por microscopia de imunofluorescéncia no microscopio
confocal Leica TCS SP5. O preparo de amostras para microscopia € etapa essencial para o
sucesso de qualquer experimento que se valha desta metodologia e é o que determina a obtengéo
de boas imagens de alta resolucdo quando em uso de equipamentos tdo potentes e versateis
como um microscopio confocal. Esse preparo passa pela escolha de laminas e laminulas
adequadas, pela escolha dos reagentes mais adequados a proposta e culmina na defini¢do de
parametros adequados no microscopio.

Existem muitas variedades de laminas no mercado atual, de tamanho, espessura e estilos
diferentes, que serdo adequadas a cada finalidade, objetivo e objeto analisados. As laminas de
vidro padrdo tem entre Imm a 1,2mm de espessura.

A maior parte das objetivas atuais sdo projetadas para serem utilizadas com laminulas
de até¢ 0,17mm, ou 170um para controle dos artefatos relacionados a fendmenos da Optica
geomeétrica.

Para oportunizar a detec¢do de LC3 por microscopia de imunofluorescéncia, o cultivo
dos macrdfagos J774 bem como a etapa de infec¢do pelos fungos precisava ocorrer em um
ambiente que pudesse ser observado posteriormente por microscopia. Para isso, utilizamos
laminulas circulares estéreis, de vidro, com 13mm de didmetro e espessura de 0,13 a 0,16mm,
dispostas no fundo de cada poco da placa de 24 pocos. As laminas foram de 25,4 x 76,2 mm,
de 1 a 1,2mm de espessura, com borda fosca e arestas lapidadas.

As laminas e laminulas utilizadas no experimento passaram por um protocolo de
lavagem com detergente Extran, alcool 70% e esterilizacdo por autoclavagem, sendo
previamente inspecionadas visualmente e se necessario esfregadas para eliminacgéo de sujidades
como pas, poeira ou pelos.

Os macrofagos J774 foram cultivados em placa para cultivo celular de 24 pogos com
laminulas em duplicata, na seguinte distribuicdo: J774 apenas para controle de
autofluorescéncia; J774 com anticorpo secundario para controle de ligacGes inespecificas; J774
com H99 sem suplementacdo para melanizacdo; J774 com H99 com suplementacdo para
melanizacgdo por 24 horas; J774 com H99 com suplementacdo para melanizacéo por 48 horas;
J774 com o mutante LAC1 sem suplementacdo para melanizagdo; J774 com o mutante LAC1

com suplementacdo para melanizagdo por 24 horas; J774 com o mutante LAC1 com
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suplementacdo para melanizagdo por 48 horas. A figura 9 apresenta um esquema gréfico da
disposicéao da placa experimental.

Figura 9 - Ensaio para deteccdo de LC3 por imunofluorescéncia. Distribuicdo das células na
placa de 24 pocos.
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Fonte: autoria prépria

Com os fungos ja nas condic¢des de melanizagdo necessarias, foram opsonizados por 30
minutos antes da infeccdo. Apos esse periodo, os fungos eram distribuidos em seus respectivos
pocos e co-incubados para infeccdo por 12 horas em estufa para cultura de células com
atmosfera de 5 % de CO; a 37 °C.

Apods as 12 horas de infeccdo, foram feitos os procedimentos para fixacdo das células,
as reacOes antigeno-anticorpo para deteccao de LC3 por imunofluorescéncia e a montagem das
l&minas.

Cada poco foi lavado com tampdo PBS, adicionado de metanol e incubado por 10
minutos a -20 °C, para fixacdo e permeabilizacdo das células. Apos a incubacdo com metanol,
o0s pogos foram lavados e adicionados da solucdo do anticorpo priméario (Rabbit 1gG anti LC3-
beta diluido em solucdo de bloqueio a 1 %) para deteccdo de LC3 nos autofagossomos. Apos 1
hora a 37 °C, os pocos foram lavados e adicionados da solucdo do anticorpo secundéario (Goat
anti-Rabbit 1gG conjugado com AlexaFluor 488 diluido em solucdo de blogueio a 1 %) para
revelacdo da reagdo antigeno-anticorpo ocorrida no passo anterior. Apos 1 hora a 37 °C, 0s
pogos foram lavados e as ldminas montadas utilizando o meio de montagem Prolong Diamond.

As laminas ja& montadas, foram curadas por 24 horas a temperatura ambiente e

posteriormente seladas. Foram mantidas a 4 °C em estojo para laminas de microscopia.
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O experimento foi realizado em duplicata biolégica e duplicata técnica.

6.6 Microscopia confocal e fluorescéncia

As laminas foram analisadas utilizando o microscopio confocal Leica TCS SP5
equipado com a objetiva HCX PL APLO lambda blue 63x 1.4 OIL. Os lasers utilizados foram
ion argbnio e 405 diodo com 30% de poténcia para cada um. Os fotodetectores foram ajustados
as suas faixas de emissdo. Para visualizacdo das imagens e ajuste de parametros para colecao
foi utilizada uma velocidade de varredura de 400Hz, resolugdo de 1024 x 1024 pixels. Para
captura foram mantidos todos os demais parametros, apenas reduzindo a velocidade de

varredura para 100Hz.

6.7 Analise das imagens

Foram capturadas pelo menos 20 imagens representativas de cada lamina. Todos 0s
macrdfagos presentes no campo fotografado foram contados, estratificados para com e sem
fungo. Aqueles que tinham pelo menos uma levedura internalizada em vacutolo evidenciado

pela presenca de um halo fluorescente em torno, eram considerados positivos.

6.8 Estatistica
As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism verséo 9.4.1.
Para a avaliacdo dos resultados do ensaio de fagocitose e deteccdo de LC3 foi utilizado o Teste
Exato de Fisher.
Para que os resultados encontrados fossem julgados como estatisticamente significantes,

foi adotado o valor de p <0,05.
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7 RESULTADOS
7.1  Melanizacao das cepas fungicas

O selvagem apresentou sinais de producdo de melanina consistentes dentro do tempo
estabelecido (24 e 48 horas). O mutante ndo produziu melanina detectavel nos mesmos tempos
que o selvagem, mantendo o meio sem altera¢fes de cor que é um indicador da presenca de
melanizacao.

As culturas eram mantidas sob mesmas condic6es para além dos tempos utilizados em
experimentacdo e observamos que com o passar dos dias, as culturas da cepa selvagem
chegavam a um pico maximo de producdo de melanina onde ndo se observava mais
escurecimento do meio. Contudo, 0 mutante ap6s 5 dias apresentava escurecimento do meio de
cultura, ndo sendo possivel mais distinguir, visualmente, entre selvagem e mutante.

A imagem a seguir mostra a cepa LAC1 melanizada apds 5 dias. Os tubos foram
centrifugados e é possivel ver o meio claro, com o sedimento escuro.

Figura 10 - Tubos Falcon contendo culturas do mutante LAC1 melanizados tardiamente e do
selvagem melanizado. Apo6s centrifugacdo o meio permanece claro, mas o sedimento apresenta
escurecimento. O tubo 1 contem a cepa selvagem e os demais 0 mutante LAC1.

O controle para autopolimerizagdo foi submetido as mesmas condigdes das culturas,

mantendo-se estéril e sem alteragdes de cor.

7.2  Ensaio de fagocitose

O objetivo deste experimento era verificar se a melanina de C. neoformans era capaz de
afetar a fagocitose de macrdfagos J774. Apos 2 horas de co-incubagéo, 0s pogos eram lavados
para retirada de fungos ndo internalizados e coramos cada pogo com corante pandptico para
revelacdo do fendmeno a microscopia de luz. Foi a partir das fotos obtidas de cada poco que as
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celulas foram contadas. Nas figuras 11 e 12 temos imagens representativas daquelas obtidas
durante o experimento.

Figura 11 — Fagocitose de C. neoformans por macrofagos J774. Nesta figura vé-se 0s
macréfagos J774 (células maiores, alongadas, fusiformes, algumas com pseuddpodes e com leveduras
internalizadas) e o C. neoformans (células diminutas e arredondadas). Os fungos desta imagem sdo da
cepa selvagem H99 e passaram por suplementacdo para producéo de melanina por 48 horas.
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Figura 12 - Fagocitose de C. neoformans por macréfagos J774. Nesta figura vé-se 0s
macrofagos J774 (células maiores, alongadas, fusiformes, algumas com pseuddpodes e com leveduras

internalizadas) e o C. neoformans (células diminutas e arredondadas). Os fungos desta imagem sdo da
cepa mutante LAC1 e passaram por suplementacdo para producdo de melanina por 48 horas.

Quando analisamos a cepa selvagem (H99), vemos que houveram diferencas
estatisticamente significativas nos valores de fagocitose quando confrontamos o grupo controle
(ndo recebeu suplementacdo para melanizagdo) com o grupo que recebeu suplementacéo por

24 horas e também por 48 horas. H4 uma queda na capacidade de fagocitose quando
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suplementamos os fungos por 24 horas, e os valores se mantem reduzidos quando comparamos
com o grupo suplementado por 48 horas.

Na analise do mutante para o gene LACL, vemos que ndo houve diferenca significativa
com relacdo ao grupo controle (ndo recebeu suplementacdo para melanizagcdo) quando
comparado ao grupo que foi suplementado por 24 horas. Quando comparamos com 0 grupo que
recebeu suplementacdo por 48h, nota-se que hd uma reducdo significativa na fagocitose,
mostrando que pudesse haver outro interferente para o fenémeno que ndo apenas a melanina.

Quando verificamos a performance quanto a fagocitose do selvagem (H99) frente ao
mutante (LAC1) na auséncia de suplementacdo para melanina, vemos que os macrofagos
demonstram maior capacidade de fagocitar o selvagem do que o mutante.

O grafico 1 mostra o compilado dessas informacdes.

Graéfico 1 — Porcentagem de fagocitose da cepa selvagem (H99) e da cepa mutante (LAC1)
opsonizadas com anticorpo 18B7 ap6s 2 horas de co-incubagdo com macr6fagos J774. No eixo y estd a
porcentagem de macréfagos com fungos internalizados e no eixo x os tempos de suplementacdo para
melanizacdo a que cada cepa foi exposta. A barra em vermelho reflete a porcentagem de macréfagos
J774 com evidéncia de fagocitose para o selvagem H99, em azul para o mutante LACL1. As barras de
erro indicam média e desvio padrdo. O experimento foi repetido trés vezes, em duplicata bioldgica. Para
andlise destes dados foi executado o teste exato de Fisher e para teste de hipdtese o valor de p < 0.05.
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7.3 Detecgao e quantificagéo de LC3

Para realizar a deteccdo e quantificacdo do marcador de autofagossomos LC3 foi
realizado um ensaio de imunofluorescéncia. O objetivo deste experimento era verificar se a
melanina de Cryptococcus seria capaz de alterar a ocorréncia de Fagocitose associada a LC3
(LAP). A figura 13 é ilustrativa desse fendbmeno e apresenta as imagens em campo claro,
fluorescéncia e fusionadas.

Figura 13 - Deteccdo de LC3 por imunofluorescéncia. Em A, temos macréfagos e leveduras
em campo claro. Em B, aparecem as leveduras recobertas por anticorpos fluorescentes anti - LC3
evidenciando a presenca de LC3. Em C, temos as imagens fusionadas.

As figuras 14 e 15 mostram o controle para autofluorescéncia, e para o anticorpo
secundario, respectivamente.

Figura 14 - Controle para autofluorescéncia dos macréfagos J774. A auséncia de fluorescéncia
valida este controle.
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Figura 15 - Controle para o anticorpo secundario. A auséncia de fluorescéncia valida o
experimento.

Nas figuras 16 e 17 temos imagens representativas daquelas obtidas durante o

experimento.

Figura 16 - Imagens ilustrativas do ensaio para deteccdo e quantificacdo de LC3 na cepa
selvagem (H99). Em A, H99 sem suplementacdo para melanizacdo. Em B, as células fungicas foram
supnlementadas por 24 horas. Em C. a sunlementacéo ocorreu por 48 horas. As setas indicam leveduras.
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Figura 17 - Imagens ilustrativas do ensaio para deteccdo e quantificacdo de LC3 na cepa
mutante (LAC1). Em A, LAC1 sem suplementag8o para melanizagdo. Em B, as células fungicas foram
suplementadas por 24 horas. Em C. a sunlementacdo ocorreu por 48 horas. As setas indicam leveduras.

A cepa selvagem (H99) mostrou uma diminui¢do, em nimero absolutos, de macrofagos

apresentando vacuolos LC3 positivos quando comparado ao exemplar suplementado para
melanizacdo por 24 horas. Um aparente aumento foi visto na contagem de macrofagos
apresentando vacuolos LC3 positivos no exemplar suplementado por 48 horas, porém esses
valores ndo se mostraram estatisticamente significativos.

O mutante (LAC1) teve um padrdo semelhante ao do selvagem quanto a valores
absolutos. Na comparacdo com o controle sem suplementacéo para melanizagéo, o grupo que
recebeu suplementacdo por 48 horas demonstrou uma maior ocorréncia de vacuolos LC3
positivos, com valores estatisticamente significantes.

Quando comparamos a cepa selvagem e o mutante LAC1, ambos sem suplementacéo
para melanina, vemos que os macréfagos infectados pelo mutante recrutaram mais LC3 do que
aqueles infectados com selvagem.

O grafico 2 apresenta os dados para a deteccdo de LAP nas condi¢es testadas.

Gréfico 2 - Quantificacdo de LC3 com relagdo a cepa selvagem (H99) e a cepa mutante (LAC1)
sem adigdo de suplementacdo para melanizagdo, com melanizagdo por 24 h e 48 h. A barra em vermelho
indica a porcentagem de macrofagos J774 que tiveram vacutolos expressando LC3 para o selvagem H99,
e em azul para 0 mutante LAC1. As barras de erro indicam média e desvio padrdo. O experimento foi
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realizado uma vez em duplicata. Para analise destes dados foi executado o teste exato de Fisher e para

teste de hipdtese o valor de p<0.05.
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8 DISCUSSAO

O Cryptococcus neoformans possui alguns fatores de viruléncia e mecanismos de
adaptacé@o ao hospedeiro, que sdo essenciais para sua persisténcia durante a infecgdo. Alguns
desses fatores de viruléncia sdo mais extensamente estudados que outros, mas todos se mostram
relevantes para que se entenda melhor a patogénese da doenga, assim como oferecem caminhos
para melhores alvos terapéuticos (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; RATHORE et
al., 2022).

Um dos fatores de viruléncia de C. neoformans examinados é a melanina, importante
componente para estrutura e rigidez da parede fungica, dando multiplas vantagens para as
células fungicas, tanto no ambiente quanto durante a interacdo patégeno-hospedeiro (LIU et al.,
2021; SMITH; CASADEVALL, 2019).

Com relacdo as provaveis interferéncias na interagdo patogeno hospedeiro, um estudo
comparou as respostas imunes celulares direcionadas a duas cepas, uma altamente produtora de
melanina e outra com baixa capacidade de producdo, e concluiu que a melanina de C.
neoformans ndo o protegia da acdo de células imune efetoras, mas poderia inibir o seu
reconhecimento através da regulacdo negativa da fase aferente da imunidade mediada por
células T, diminuindo a producdo de TNF-a e dificultando a linfoproliferagio (HUFFNAGLE
et al., 1995).

Outra resposta imune efetora que pode ser afetada pela melanina é a fagocitose. Uma
hipdtese € que por possuirem cargas negativas, as células fagociticas e as células fungicas
sofreriam repulsa eletrostatica dificultando a ocorréncia da fagocitose (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 1997).

Alguns estudos consolidados destacam gque cepas nao-melanogénicas tem sua viruléncia
reduzida (SALAS et al., 1996). Outros revelam que cepas produtoras de melanina podem
suprimir a respostas imune inflamatoria, além de contribuirem para infeccdes fatais no sistema
nervoso central (SABIITI et al.,, 2014). DE SOUSA e colaboradores (2022), analisando
amostras clinicas de C. neoformans, observaram que a rapidez na melanizacdo era mais
importante para a viruléncia do fungo do que a prépria producédo de melanina.

Neste estudo co-incubamos duas cepas de C. neoformans (a selvagem, produtora de
melanina e uma mutante para o gene LAC1) com macrofagos J774, afim de analisarmos
interferéncias da melanina na fagocitose.

Quando comparamos o selvagem com o mutante para lacase (LAC1), ambos sem
qualquer suplementacdo para melanina, vimos que o selvagem era mais fagocitado que o

mutante. O estudo de Sabiiti e colaboradores (2014), mostrou que cepas hipocapsulares, que
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tinham alta atividade de lacase sem necessariamente serem mais melanizadas, eram mais
facilmente fagocitadas e se mantinham vivas intracelularmente, demonstrando os efeitos
acessorios desta enzima, onde o mecanismo de fagocitose era manipulado pelo fungo para se
manter no hospedeiro.

O selvagem mostrou queda nos niveis de fagocitose a medida que se avangava o tempo
de suplementacdo para melanina. O que pode contribuir para a alteracdo da fagocitose é a
mudanca de carga de superficie das células fungicas (LIU et al., 2021) e estudos de fagocitose
in vivo mostraram que cepas produtoras de capsula, na presenca de melanina eram mais
resistentes a fagocitose mediada por anticorpos que os espécimes sem melanina (MEDNICK;
NOSANCHUK; CASADEVALL, 2005).

A melanina de C. neoformans interfere na fagocitose como vimos em nosso estudo e
pode proteger o fungo da morte uma vez que ele for fagocitado. Em um estudo que analisou 18
cepas de C. neoformans capazes de melanizar em diferentes niveis, foi visto que quanto mais
capacidade de melanizar a cepa tinha, menos susceptivel aos mecanismos de eliminacéo por
macrdfagos ela era (WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995). Comportamento semelhante foi
visto em conidios melanizados de Sporothrix schenckii (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000)
e também nos conideos de A. fumigatus (HILLMANN et al., 2015) onde os exemplares
melanizados foram protegidos da fagocitose.

O mutante para o gene LACL tinha deficiéncia para produc¢éo da enzima homoénima, que
se acredita ser expressa em maior quantidade pelas leveduras e também ter sua concentracéo na
parede celular (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; LIU et al., 2021). Neste trabalho
vimos mudancas significativas, quanto a fagocitose, apenas quando comparamos 0 mutante sem
suplementacédo para melanizacdo com o mutante suplementado por 48 horas, onde houve queda
na fagocitose.

O mutante, a partir do dia 5 de cultivo, apresentou mudancas na cor do meio, mostrando
producdo de melanina. Pukkila-Worley et al. (2005) verificou situacdo semelhante em um
estudo sobre cepa mutada para o gene LACL1 onde, assim como em nosso trabalho, nao foi
verificada auto polimerizacdo dos componentes do meio e mesmo assim o pigmento foi
detectado. A producdo de melanina faz parte de um complexo sistema do qual fazem parte
outros componentes e que podem ser responsaveis pela produ¢do de melanina mesmo em
mutantes.

A autofagia € um mecanismo celular conservado em eucariotos. Para além das fungoes
ja discutidas, destacamos a imunomodulacdo exercida sobre as imunidades inata e adaptativa,

prevenindo os danos da inflamagdo excessiva e os danos colaterais. A LAP compartilha
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mecanismos e fun¢des com a autofagia cléssica, e por isso as vezes é custoso distinguir as duas.
Assim como a autofagia, a LAP também esta envolvida na resposta a patdégenos, esporos de A.
fumigatus induzem o recrutamento de LAP, assim como o0 zimosan presente na parede celular
de Saccharomyces cerevisiae também (MARTINEZ et al., 2015).

Em Candida albicans, ap6s sofrerem morte por calor, os esporos sdo recobertos por
LC3, mas com relagdo a células fungicas viaveis ndo (TAM et al., 2014). H& resultados
consistentes também in vivo como observado num estudo com o modelo animal zebra fish
(BROTHERS et al., 2013).

Neste presente estudo, objetivamos saber se a melanina de C. neoformans interferia na
detecc¢do e quantificacdo da LAP em macréfagos J774. O mutante mesmo sem suplementacao
para melanina, demonstrou maior quantidade de células com a presenca da proteina marcadora
de autofagossomos que o selvagem.

Quando adicionada a suplementacéo, o selvagem néo trouxe diferencas significativas,
enquanto 0 mutante mostrou um incremento na quantidade de macrdfagos expressando
vacuolos fluorescentes em resposta a deteccdo de LC3, mas apenas no exemplar submetido a
48 horas de suplementacéo.

Esse cenario mostra que outros fatores, que ndo s6 a melanina, tenham efeitos quanto a
evasdo da resposta de macrdofagos. E importante salientar que, a principal caracteristica que
diferenciava o selvagem do mutante era a capacidade de melanizar, mas ambos ainda poderiam
expressar lacase, embora ndo o fosse no mesmo nivel.

Embora seja produtor de um tipo de melanina diferente, a DHN, o Aspergillus fumigatus
a utiliza para inibir a ocorréncia de LAP (AKOUMIANAKI et al., 2016) e esta interferéncia
ndo esta restrita a melanina presente na parede do fungo, mas sim a propriedades do proprio
pigmento (CHAMILOS et al., 2016). O agente etioldégico da mucormicose, Rhizopus oryzae,
também utiliza da melanina para prolongar sua sobrevida quando em ambiente intracelular,
dificultando a identificacdo pela LAP, além de atrapalhar a maturacdo dos fagossomos
(ANDRIANAKI et al., 2018).



50

9 CONCLUSAO

Neste trabalho mostramos a interagéo de cepas de C. neoformans melanogénicas e néo
melanogénicas com o intuito de observar provaveis efeitos imunomodulatérios da melanina do
fungo.

Fizemos a infeccdo de macréfagos J774 com cepas de C. neoformans submetidos a
suplementacédo para melanizacao por 24 e 48 horas para verificar efeitos na fagocitose e também
na autofagia associada a LC3 (LAP). Ap6s 2 horas de infeccdo, vimos que os exemplares
produtores de melanina apresentavam menos taxas de fagocitose com a adi¢do da melanina,
com reducdo acentuada apés 48 horas de suplementacdo. O mutante LACL, representante ndo
melanogénico, mostrou reducdo na fagocitose apenas quando suplementado por 48 horas. E
quando analisamos cada cepa, sem adi¢cdo de suplementacéo para melanina, o selvagem é mais
fagocitado que o mutante.

A presenca de melanina de Cryptococcus néo foi capaz de trazer efeitos significativos
para recrutamento de LC3 na interagdo com a cepa selvagem em nenhum dos momentos de
suplementacdo. Com relacdo ao mutante, apenas apds 48 horas de suplementacgdo. Entretanto,
guando comparamos o selvagem e o mutante sem suplementacdo para melanina, 0 mutante
apresenta maior ocorréncia de LAP que o selvagem.

Foi possivel detectar a presenca de melanina na cultura do mutante LAC1 apds 5 dias
de cultivo em meio minimo suplementado com L-DOPA.

Em resumo, constatamos que a delecdo do gene produtor da enzima lacase causou a
diminuicao da fagocitose e que a presenca de melanina a inibe. Ha influéncias da L-DOPA
mesmo no mutante LAC1, que apresentou alteracGes nos experimentos com suplementacédo
para melanizacdo por 48 horas, além de melanizacéo tardia (ap6s 5 dias). Em nosso estudo o
estimulo para melanizacao ndo alterou a LAP, mas a lacase indicou ser relevante para a evasdo

deste importante mecanismo presente em macréfagos.
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