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RESUMO

A incidéncia de infecgdes fungicas sistémicas vem se elevando com o
aumento de situacdes em que se observa supressao do sistema imune do paciente,
tornando-se este, um problema de saude mundial. Cryptococcus neoformans € um
fungo cosmopolita e mundialmente distribuido, que se apresenta como uma levedura
encapsulada, presente no ambiente, acometendo, especialmente, pacientes
imunodeprimidos e apresentando indice de mortalidade acima de 60%.

Embora existam extensivos estudos sobre a estrutura capsular das leveduras
do fungo C. neoformans, pouco se sabe sobre a interagdo deste patégeno com o
hospedeiro, particularmente no que diz respeito aos componentes de sua parede
celular. Estudos em algumas espécies de fungos vem apontando os componentes
presentes na parede destes micro-organismos, como forte imunomodulador durante
a interagao patdégeno-hospedeiro, podendo estes componentes serem empregados
em estudos na elaboragao de vacinas.

Nesse trabalho, foi avaliada a capacidade da fragdo 1 (F1) extraida da parede
celular de diferentes linhagens de C. neoformans em modular a resposta imune do
hospedeiro. Inicialmente, foram realizados ensaios in vitro, para avaliar a viabilidade
celular de macroéfagos de camundongo, empregando diferentes concentragdes das
fragbes, extraidas a partir das linhagens de C. neoformans H99, B3501 e da
linhagem mutante cap67A. Em seguida, foi avaliada a capacidade das fracbes em
induzir a producao de citocinas nas células do hospedeiro. Os dados mostram que,
apos 18 horas de interacao, as fracbes das linhagens B3501 e cap67A induziram
elevados niveis de TNF-a, demonstrando que ha uma prévia ativacdo desses
fagocitos sem alterar a viabilidade celular. Além disso, foi avaliado a atividade
microbicida e de fagocitose de macréfagos previamente estimulados com essas
fragdes, seguindo com interacdo com leveduras de C. neoformans. Os dados
demonstram que, no intervalo de 24 horas apos interagdo, houve uma diminui¢cao
significativa no numero de leveduras recuperadas a partir dos macréfagos. Além
disso, houve também um aumento significativo no numero de leveduras fagocitadas.
Nos testes in vivo, usando camundongos fémeas da linhagem C57BI/6, as fracbes
foram previamente aplicadas nos animais, e em seguida os animais foram infectados
com leveduras de C. neoformans H99. Os resultados mostram um aumento

significativo na sobrevida dos animais que receberam o tratamento com as fragoes
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em relagdo aos nao tratados. Em conjunto, esses resultados claramente sugerem
que os estimulos realizados com a fracdo F1 da parede de C. neoformans, sao
capazes de imunomodulador a resposta do hospedeiro, resultando em uma agao
protetora contra a infecgcdo a fungica. Esses resultados abrem margem para
possiveis alvos terapéuticos, além de contribuir com os estudos na elaboragao de

vacinas contra a infeccao causada por C. neoformans.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, fragées, modulagdo da resposta imune
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ABSTRACT

The incidence of systemic fungal infections has been aggravated by the
increase in diseases that induce a suppression of the immune system, making it a
global health problem. Cryptococcus neoformans is a globally distributed,
cosmopolitan fungus that presents as an encapsulated yeast present in the
environment, especially affecting immunosuppressed patients and showed a
mortality rate above 60%.

Although there are extensive studies on the capsular structure, composed
especially of polysaccharides involving the yeasts of C. neformans, little is known
about the interaction of this pathogen with the host, particularly with respect to the
components of its cell wall. Studies in some species of fungi have pointed out the
components present in the wall of these microorganisms, as a strong
immunomodulator during pathogen-host interaction, and these components can be
used in studies in the elaboration of vaccines.

In this study the captivity of the different fractions extracted from the cell wall
of C. neoformans was evaluated in modulating the immune response of the host.
Initially, in vitro assays were performed to assess the cell viability of mouse
macrophages cultured with different concentrations of b-glucan fraction from H99,
B3501 and a mutant strain cap67A strains of C. neoformans. Following, it was
investigated the ability of these fractions to induce cytokine production in host cells.
The data show that after 18 hours interaction, the fractions of strains B3501 and
cap67A increased the TNF-a levels, showing that these fractions are able to activate
the macrophage response without affecting the cell viability. Moreover, we evaluate
the microbicidal and phagocytosis capacity of macrophages, previously stimulated
with these fractions, during interaction with C.neoformans yeast. The data showed
that after 24 hour of interaction, the number of yeasts recovered from macrophages
was significantly decreased. Furthermore, there was a significant increase in the
number of yeast phagocytosed. Mice treated with b-glucan fraction previously of C.
neoformans infection showed a increased survival compared to the mouse not
treatment. Taken together, these results clearly suggest that cell wall components is
able to stimulate host immune response, resulting in an increased host immunity.
These results open to the new therapeutic possibilities, beyond gives support on

adjuvant therapeutic research during C. neoformans infections.
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I. INTRODUGAO

Atualmente, o numero de espécies de fungos conhecida é subestimada,
sendo apenas 6% e uma minima parte classificada como patogénica (Haswksworth,
1991; Haswksworth, 2004; Revisado por Perfect, 2006). Os fungos patogénicos se
encontram mundialmente distribuidos, tanto em ambientes terrestre quanto aquatico,
nas formas de esporos ou de hifas. Os fungos patogénicos humanos apresentam
algumas caracteristicas importantes para o desenvolvimento de doengas sistémicas,
como por exemplo o crescimento em temperatura acima de 35°C (Casadevall, 2005;
Brunke et al, 2016).

Estes fungos podem ser classificados como fungos oportunistas ou fungos
primarios. Dentre eles destacam-se os das espécies Aspergillus spp., Candida spp.,
Cryptococcus spp. e Histoplasma spp. (Chakrabarti, 2005; Romani, 2011). Alguns
destes fungos encontram-se na microbiota do hospedeiro e somente em
determinadas condi¢des decorrentes da alteragdo homeostatica organica, tais como
os disturbios do sistema imunoldgico, o desenvolvimento desses microrganismos é
favorecido, ocasionando o surgimento da doenga (Almeida, 2008).

Os fungos sao seres eucariotos, unicelulares ou pluricelulares, aclorofilados e
apresentam nutricdo absortiva, ou seja, se alimentam de nutrientes provenientes da
decomposicdo de matérias organicas. Podem se reproduzir sexuadamente ou
assexuadamente e apresentar diferentes formas (cilindrica, esférica, alongada, entre
outras), dependendo do local em que se encontram (Levinson, 2014).

No processo de colonizacdo do organismo de hospedeiros mamiferos, os
fungos se depararam com algumas condicbes diferentes das quais estavam
acostumados no ambiente o que os forcou a desenvolverem certos atributos que
possibilitassem a sua evasdo aos ataques do sistema imune (Sl) e a sua
sobrevivéncia nos hospedeiros. Esses atributos sdo denominamos fatores de
viruléncia (Karkowska-Kuleta et al., 2009; Faguy 2011; Romani 2011).

De modo geral, os principais fatores de viruléncia apresentados pelos fungos
sdo a (1) termotolerancia, o (2) dimorfismo, as (3) moléculas de adesao, (4)
receptores hormonais, a (5) produgao de enzimas e os (6) componentes da parede
celular e capsula (Kurokawa et al., 1998; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristéf et al.,
2013).
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1.1 Termotolerancia

E definida como a capacidade de sobreviver e proliferar em temperaturas
acima da temperatura ambiente. Acredita-se que pequenas diferencas na tolerancia
a temperatura pode influenciar o potencial patogénico de um micro-organismo, bem
como a forma de doenga apresentada pelo hospedeiro. A resisténcia a mudanca de
temperatura esta diretamente relacionada as proteinas do choque térmico. Essas
proteinas desempenham importante papel na adaptagao as altas temperaturas e na
transicdo da forma de micélio para levedura (Kurokawa et al., 1998; Casadevall,
2007; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristof et al., 2013; Brunke et al., 2016). A
termotolerancia é observado em alguns fungos, como C. neoformans, Histoplasma
capsulatum e Sporothrix schenckii. No caso do fungo C. neoformans var. gattii que
apresenta dificuldade de crescimento em temperatura a 37°C, estes nao foram
capazes de induzir infeccdo em modelos experimentos in vivo, enquanto que os
isolados de C. neoformans var. neoformans, que apresenta essa termotolerancia,
foram capazes de germinar e crescer a 37°C produzindo uma infeccédo fatal
(Kurokawa et al., 1998; Casadevall, 2007).

1.2 Dimorfismo

O dimorfismo é uma caracteristica que possibilita o fungo alterar a sua forma
saprofitica para a forma patogénica. Geralmente os fungos se apresentam na forma
micelial no ambiente, e se diferenciam para a forma leveduriforme, que é a forma
infectante mais comum. Acredita-se que fatores relacionados ao sistema imune do
hospedeiro, nutricionais e temperatura estejam diretamente relacionados com essa
alteracdo morfolégica. E uma caracteristica importante que favorece o
estabelecimento da doenga e ajuda o micro-organismo a suportar as agressdes
desencadeadas pelo hospedeiro (Kurokawa et al., 1998; Casadevall, 2007;
Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristof et al., 2013; Brunke et al., 2016) O dimorfismo
esta relacionado com alteracbes nos componentes da parede a serem expostos
dependendo do ambiente em que estiverem inseridos. O fungo P. brasiliensis na
forma de micélio apresenta predominancia de B-(1,3)-glucana enquanto que na
forma de levedura ha uma mudanga para o polissacarideo a-(1,3)-glucana o que
confere maior resisténcia a resposta do sistema imune do hospedeiro e maior rigidez
a parede celular (Kurokawa et al., 1998; Casadevall, 2007; Karkowska-Kuleta et al.,
2009; Kristof et al., 2013; Brunke et al., 2016).
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1.3 Moléculas de Adeséao

A adesao do micro-organismo aos tecidos do hospedeiro foi considerada o
principal passo para a colonizagado e disseminagao da doenga no hospedeiro. Essa
adesao, podendo ser do tipo célula-célula ou célula-matriz extracelular, foi
observada em alguns fungos, como P. brasiliensis, B. dermatitidis, H. capsulatum e
C. neoformans, que apresentavam glicoesfingolipidos, que s&do considerados
receptores de adesao presentes na superficie celular - parede celular ou capsula,
permitindo a adesdo fungica aos tecidos do paciente (Kurokawa et al., 1998;
Mendes-Giannini et al., 2006; Brunke et al., 2016).

1.4 Receptores hormonais

Estudos demonstram que os horménios do hospedeiro podem interferir
diretamente no metabolismo fungico e no dimorfismo celular. Estudos com
Saccharomyces cerevisiae mostraram que esse micro-organismo possui receptores
para estradiol no citosol da célula fungica. Os metabdlitos fungicos gerados se ligam
competitivamente com os sitios de ligagao do estradiol na levedura e com receptores
de estrogénio, sugerindo que os horménios podem alterar o metabolismo fungico ou
que as substancias fungicas podem afetar o metabolismo do hospedeiro. Esse
mesmo receptor também foi encontrado no fungo P. brasiliensis, tanto na forma de
micélio quanto de levedura. A taxa de incidéncia de infec¢do no género masculino &
de 13 a 18 vezes maior do que no género feminino. Essa susceptibilidade pode estar
relacionada as diferengas hormonais entre os dois géneros, revelando que o
horménio feminino pode inibir a transicdo da fase de micélio para a forma de
levedura, porém ndo afeta o crescimento da levedura (Kurokawa et al., 1998;
Casadevall, 2007; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristéf et al., 2013; Brunke et al.,
2016)

1.5 Producédo de Enzimas

Os fungos secretam diversas enzimas tais como as lipases, proteinases e
fosfolipases que desempenham papel fundamental no metabolismo fungico, além de
estarem envolvido na patogénese da infeccdo de forma a causar dano tecidual ao
hospedeiro e fornecer nutrientes necessarios a manutengcdo do micro-organismo
(Kurokawa et al., 1998; Casadevall, 2007; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristéf et

al., 2013; Brunke et al., 2016). Algumas proteinases desempenham papel na adesao



20

e sobrevivéncia do fungo nas superficies das mucosas, invasao dos tecidos,
digestdo de moléculas do hospedeiro e na evasédo. No caso de C. neoformans,
algumas dessas enzimas tém a funcao de degradar proteinas plasmaticas humanas
como a albumina, hemoglobina, queratina e imunoglobulina A (IgA) de forma a
favorecer invaséo dos tecidos do hospedeiro (Kurokawa et al., 1998; Kwon-Chung e
Varma, 2006; Casadevall, 2007; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Kristof et al., 2013;
Brunke et al., 2016).

1.6 Capsula e componentes da parede celular

A capsula e a parede celular sdo estruturas que conferem prote¢cao ao micro-
organismo contra a tentativa de eliminacao pelo Sl do hospedeiro, sendo, portanto,
alvo principal de estudos (Brunke et al., 2016). De forma geral, a parede celular dos
fungos € composta, basicamente, por polimeros de carboidratos (glucanas)
intercalados com glicoproteinas, quitina e mananas que conferem resisténcia e
rigidez as células contra o estresse ambiental e a lise osmética, permitindo manter a
forma celular e promovendo a permeabilidade (Figura 1). Essa estrutura também é
dindmica e flexivel, permitindo alteracbes morfolégicas ocasionadas pelo
acasalamento, brotamento e/ou outras interagcbes celulares, possibilitando a
transicdo dessas células em ambientes tao distintos. A quitina tende a predominar
perto da membrana plasmatica e acredita-se que a sua fungdo seja proporcionar
resisténcia estrutural a parede celular. As mananas sé&o cadeias longas de manoses
que, por muitas vezes, sao adicionadas as proteinas fungicas via N- ou O-ligacdes
formando as manoproteinas, sendo facilmente encontradas na regiao mais externa
da parede celular (Figura 1) (Bartinick-Garcia, 1968; Levitz, 2010; Kristof et al., 2013;
Brunke et al., 2016). As beta-glucanas formam a estrutura principal da parede
apresentando quantidades variaveis e formas de disposicdo distintas: (1) a-1,3-
glucana, (2) B-1,3-glucana, (3) p-1,6-glucana ou associadas (4) B-(1-3)-(1-6)-
glucana, que geralmente estdo complexados com a quitina promovendo a
manutengao e o fortalecimento da parede (Reese et al., 2007; Doering, 2009; Levitz,
2010).

Ja a capsula é considerada uma estrutura extremamente dinamica podendo
crescer até varias vezes o diametro celular em espessura e com caracteristicas
imunogénicas e antigénicas. No ambiente externo, a capsula possui o papel de

impedir que a levedura sofra desidratagcdo e evita a ingestdo por amebas,
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favorecendo a sua sobrevivéncia em ambientes hostis (Casadevall e Perfect, 1998;
Idnurm et al., 2005; McFadden et al., 2006). Dentro do hospedeiro humano, esse
papel protetor é verificado através da inibicdo da fagocitose por fagdcitos através do
aumento da capsula; a inibicdo da migracéo de células do sistema imune para o sitio
da infecgdo e a interferéncia na apresentagéo de antigenos por células do sistema
imune de forma a reduzir a liberagao de citocinas pro-inflamatérias importantes para

combater a infeccdo (Casadevall e Perfect, 1998; Ildnurm et al., 2005; McFadden et

al., 2006).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da parede celular e capsula dos fungos.
Modificado de Erwig e Gow, 2016.

No caso de C. neoformans, a capsula € composta por dois grandes grupos de
polissacarideos e uma pequena porcdo de manoproteinas. O principal
polissacarideo que compde essa estrutura € denominado glucuronoxilomanana
(GXM) que representa 90% do total da capsula, sendo o principal com propriedades
imunogénicas e antigénicas. Apresenta-se em uma cadeia principal linear de a-(1,3)-
manana com residuos de B-(1,2)-acido glucurénico e massa variando entre 1700 a

7000 kDa. O segundo polissacarideo € chamado galactoxilomanana (GalXM) que
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representa cerca de 8% da composicao da capsula. A GalXM consiste em um
esqueleto contendo a-(1,6)-galactano e quatro ramificagdes curtas de
oligossacarideos com massa variavel entre 100-1700 kDa. E, por fim, temos as
manoproteinas compondo 2% da capsula, porém o seu papel nessa estrutura ainda
nao esta bem esclarecido. A sintese da capsula ocorre no citoplasma sendo os
componentes exportados por vesiculas através da parede celular e podem
apresentar diferengcas conforme cada sorotipo (Janbon, 2004; McFadden et al.,
2006; Doering, 2009; Zaragoza et al., 2009).

A parede celular dos fungos s&o compostos, em sua grande maioria, por
quitina, beta-glucana e alfa-glucana. As beta-glucanas e a quitina, sdo os principais
componentes alvos de pesquisa, uma vez, que apresentam alta capacidade
imunorreguladora e estimulatéria do Sl do hospedeiro, além de promover resposta
eficaz contra diversas infecgdes (Silva et al, 1985; Lee et al., 2008; Nobrega et al.,
2010).

2. C. neoformans

O fungo C. neoformans foi descrito pela primeira vez em 1894 pelo
patologista Otto Busse e o cirurgido Abraham Buschke apds o isolarem da infecgao
O0ssea de uma mulher (Busse, 1894; Barnett, 2010). Esse fungo pertencente ao filo
basidiomiceto, apresentando-se de forma esférica com didmetro de,
aproximadamente, 2-8um e presenca de capsula polissacaridica com espessura
variando entre 5-30um (Zaragoza et al., 2003; Faganello et al., 2006). O crescimento
€ leveduriforme com reproducdo de forma assexuada, porém, com menor
frequéncia, esse patogeno pode se reproduzir de forma sexuada através do controle
do lécus MAT (mating type) (Litvintseva et al., 2003; Lin e Heitman, 2006).

Atualmente, Cryptococcus apresenta duas espécies (neoformans e gattii) e o
C. neoformans apresenta duas variedades (var. neoformans e var. grubii),
contemplando um total de cinco sorotipos conhecidos: A, B, C, D e AD (hibrido do
sorotipo A com o sorotipo D). A variedade neoformans é formada pelo sorotipo D e a
variedade grubii formado pelo sorotipo A. A espécie C. gattii ndo possui variedades,
sendo composta apenas pelos sorotipos B e C. Todos esses sorotipos se diferem
em aspectos filogenéticos, antigénicos, bioquimicos e ecoldgicos (Mitchell e Perfect,
1995; Lin e Heitman, 2006; Queiroz et al., 2008; Ma e May, 2009; Silva et al., 2012
Srikanta et al., 2014;).
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C. gattii pode ser encontrado em regides de climas tropicais e subtropicais
associados a diversas espécies de arvores, principalmente eucaliptos, sendo
considerado endémico nessas regides pois esta associado as causas de infecgdes
criptocdcicas em hospedeiros imunocompetentes correspondendo a taxas que
variam de 70% a 80%, principalmente, na Australia, Papua Nova Guiné e,
recentemente, no surto que ocorreu na llha de Vancouver, no Canada. Ha relatos
que C. gattii & responsavel por pouco mais de 10% de criptococose em pacientes
com Aids no sul da Califérnia e em Botswana e Malawi na Africa Subsaariana;
entretanto, essa taxa reduzida de infeccdo em pacientes imunocomprometidos
permanece inexplicavel (Mitchell e Perfect, 1995; Lin e Heitman, 2006; Queiroz et
al., 2008; Ma e May, 2009; Srikanta et al., 2014).

C. neoformans sorotipo A possui distribuicdo mundial enquanto que o sorotipo
D é preferencialmente encontrado em regides temperadas e ambos podem ser
encontrados em excretas de aves e em matéria organica em decomposi¢ao. Esses
dois sorotipos sao os principais causadores das infecgbes fungicas em hospedeiros
imunocomprometidos, sendo que 95% do total correspondem ao sorotipo A, seguido
pelo sorotipo D que compreende menos de 5% dos casos e os sorotipos B e C
menor que 1%. Essa diferenga pode ser explicada pela diferenga geografica e por
maiores fatores de viruléncia apresentado pela variedade grubbii em relagdo aos
demais (Lin e Heitman, 2006; Lin, 2009; Srikanta et al., 2014).

No Brasil, a prevaléncia dos sorotipos clinicos encontrados foi de 65% para o
sorotipo A, 17,5% para o sorotipo B, 9% para o sorotipo D, 5% para o hibrido AD e
3% para o sorotipo C. Embora o nosso pais apresente um padrao regional
ecoepidemiologico distinto para a distribuicdo dessas variedades, nas regides
sudeste e sul ha a predominancia do sorotipo A enquanto que o sorotipo B é

frequente na regido nordeste (Pappalardo e Melhem, 2003; Lin e Heitman, 2006).

2.1 A Patologia — Criptococose

Somente na década de 80 o fungo C. neoformans comegou a ter importancia
médica, pois os indices de criptococose (nome dado a infecgdo causada pelo C.
neoformans) aumentaram significativamente em decorréncia do aumento da
quantidade de pacientes imunodeprimidos, principalmente, portadores do HIV,
canceres e transplantados. Estima-se que cerca de um milhdo de individuos

portadores do HIV desenvolvam meningite causada pelo C. neoformans, dos quais
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625 mil evoluem para obito (Schop 2007; Park et. al., 2009). A prevaléncia dos
casos de criptococose em pacientes com HIV estd diminuindo nos paises
desenvolvidos, isso se deve ao tratamento dos retrovirais associados aos
antifangicos. Todavia, a maioria dos casos de criptococose concentra-se na regiao
subsariana na Africa seguida por demais regides da Asia (Figura 3). Em alguns
paises da Africa, a criptococose é considerada endémica, atingindo indices préximos
a 30% do total de pacientes com SIDA (revisado por Casadevall e Perfect, 1998).
Além disso, esse patdgeno possui a capacidade de infectar individuos
imunocompetentes, porém a ocorréncia desses casos € menos frequente (Mitchell e
Perfect 1995).

A carga global de Meningite Criptocoécica
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Figura 2 — Estimativa anual de casos de criptococose em pacientes infectados pelo HIV no mundo.

Adaptado de www.cdc.gov

A infeccdo ocorre, inicialmente, apdés o hospedeiro inalar os propagulos do

fungo presentes no ambiente contaminado. Esses propagulos podem ser
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encontrados em excretas de aves e em matéria organica em decomposi¢cdo. Ao
entrar no trato respiratério do hospedeiro, o fungo pode coloniza-lo sem
desencadear a patologia. Quando instaurado o processo patoldgico, esse apresenta-
se, inicialmente, assintomatico podendo ser eliminado ou ficar na forma latente. O
quadro clinico comum da infecgdo é a meningoencefalite podendo acometer tanto os
seres humanos quanto outros animas, embora a transmissdo homem-animal ou
animal-homem ainda nao tenha sido descrito (Figura 4) (Chayakulkeeree e Perfect,
20006).
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Figura 3 — Ciclo de infecgao do fungo C. neoformans. Adaptado de Lin & Heitman, 2006.

No momento em que o hospedeiro apresenta um comprometimento do
sistema imune, o fungo € reativado e o processo infeccioso € iniciado. A interagao
primaria do fungo com as células do sistema imune do hospedeiro ocorre nos
pulmdes, a qual envolve o reconhecimento dos componentes presentes na capsula
desse patdgeno pelas células imunes residentes (Ma, et al., 2006, Queiroz et al.,
2008; Srikanta et al., 2014). Apds o reconhecimento e adesao das leveduras pelas
células fagociticas, essas sao internalizadas e induzem a formacéao e acidificagao do
fagolisossomo, como tentativa de eliminar o patégeno. Apesar da acidificagdo desse

compartimento, o fungo é capaz de sobreviver e proliferar dentro das células
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fagociticas do hospedeiro, mecanismo esse que conferiu algumas vantagens ao
fungo, dentre elas a capacidade de disseminagcdo e protecdo da RI.
Alternativamente, as leveduras internalizadas podem evadir as células hospedeiras
de duas formas distintas, ou por extrusao litica que resulta em morte da célula
hospedeira, ou por extrusdo ndo litico que deixa ambas as células intactas. C.
neoformans, C. grubbi e C. gatti podem realizar a extrusao nao litica, sendo esse
processo observado, principalmente, pela espécie C. gatti. Entao, por esse motivo a
morte fungica € o melhor resultado para o hospedeiro (Alvarez e Casadeval, 2006;
Ma, et al., 2006; Srikanta et al., 2014).

A disseminagao do fungo pode ocorrer por via hematogénica ou linfatica,
podendo afetar diversos 6rgaos e tecidos, tais como as articulagdes, os olhos, a
pele, os o0ssos, a prostata, os pulmdes e o trato urinario, causando infecgdes
localizadas. No entanto, € sabido que esse fungo possui tropismo pelo sistema
nervoso central (SCN), sendo esse um ponto-chave na patogénese, apresentando o
quadro clinico caracteristico. Alguns estudiosos defendem a ideia que as leveduras
internalizadas e livres sejam capazes de atravessar a barreira hematoencefalica
para chegar ao SNC por 3 maneiras distintas. A primeira é através do mecanismo
denominado “cavalo de tréia”, na qual, fagécitos mononucleares transportam o
micro-organismo em seu interior até o destino final onde estes sdo entado liberados
por exocitose litica ou nao litica. O segundo mecanismo compreende a capacidade
do fungo em infectar outras células a partir da célula hospedeira sem serem
expostos ao meio extracelular, sendo esse processo denominado transferéncia
lateral. Ja o terceiro mecanismo € a transcitose endotelial que € um processo na
qual as leveduras atravessam as células endoteliais dos vasos sanguineos de forma
direta (Figura 5) (Chen et al., 2003; Lurberto et al., 2003; Charlier et al., 2005; Lin e
Heitman, 2006; Queiroz et al., 2008; Ma e May, 2009; Krondstad, et al., 2011;
Srikanta et al., 2014).
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Adaptado de Ma & May, 2009.

De forma peculiar, durante o processo de infecgdo o fungo apresenta
alteracbes no tamanho e na estrutura da capsula que ocorrem devido a alteragdes
metabdlicas induzidas pelo ambiente do hospedeiro como forma de escapar da acéo
do sistema imune. Um dos principais pontos observados € a formacao de “células
tita” que atingem tamanho de até 100 ym de didmetro durante a infec¢gdo pulmonar
primaria. Isso propicia uma incapacidade do sistema imune em fagocitar esse
patdgeno favorecendo, assim, a disseminagao; além disso, essas células gigantes
sdo mais adaptadas e capazes de sobreviver em condi¢cdes de estresse (Baker e
Haugen, 1955; Zaragoza e Nielsen, 2013; Srikanta et al., 2014).

3. Interagcao dos componentes da parede celular dos fungos com o sistema
imune do hospedeiro

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra fungos sao diversos e
podem variar de mecanismos primitivos, porém ndo menos importante e bastante
eficazes que vieram da evolugdo de organismos multicelulares, denominada

imunidade inata a sofisticados mecanismos adaptativos, que sédo especificamente
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induzidos durante a infeccdo e doenca, denominados imunidade adaptativa.
Citocinas pro-inflamatdrias do perfil Th1, IL-12 e IFN-y, sdo consideradas protetoras
e eficazes contra as infecgdes fungicas, enquanto que citocinas anti-inflamatérias do
perfil Th2, como IL-10 e IL-4, induzem a depressao do sistema imune do hospedeiro
levando a uma proliferacdo do patégeno e o avango da patologia. Além disso, a
colaboragcdo de citocinas, como TNF-a, IL-18 e IL-6, quimiocinas e demais
receptores celulares contribuem para uma resposta efetiva contra a infecgéo (Brown
2011; Romani, 2011; Erwig e Gow, 2016).

A primeira linha de defesa do hospedeiro € a imunidade inata, que estido
presente em locais que fazem contato direto com os fungos, tais como as superficies
epiteliais, as superficies de mucosas e dos tratos genito-urinario, gastrointestinal e
respiratorio. Essa linha de defesa ndo apresenta especificidade, no entanto é capaz
de reconhecer o proprio do nao préprio e ativar efetivamente o sistema adaptativo
por meio de sinais especificos. Os mecanismos de defesa do hospedeiro sao
ativados apos estruturas moleculares comuns e compartilhados por diversos
patogenos (denominamos padrdées moleculares associados a patogenos — PAMPSs)
serem reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) presentes
nas células do hospedeiro. A finalidade do sistema imune inato é a destruicido do
patdgeno por um processo denominado fagocitose, que € realizado por neutrdfilos e
leucdcitos mononucleares (mondcitos e macrofagos), e/ou através da secregédo de
quimiocinas, citocinas, indugao da ativagao co-estimulatoria de células fagociticas e
apresentacao de antigenos, realizado pelas células dendriticas (DCs), de forma a
induzir uma resposta especifica do sistema imune inato contra a infecgao (Romani,
2011; Erwig e Gow, 2016). O reconhecimento das beta-glucanas dos fungos pelo
sistema imune esta presente e estabelecido desde os vertebrados primitivos. Nos
mamiferos ja foram descritos e definidos alguns receptores capazes de reconhecer
esses polissacarideos fungicos, sendo: (1) receptores do tipo lectina C (CLRs); (2)
receptores do tipo Toll (TLR) e (3) receptores do tipo NOD (NLR) — (Figura 2) (Levitz,
2010; Hardison e Brown, 2012).

Dentro da familia do tipo lectina C existem trés receptores importantes, o
primeiro é a dectina-1 que é a mais estudada e bem esclarecida. Dectina-1 € um
receptor transmembranar do tipo C sendo altamente expressa em células mieldides
com especificidade para reconhecer (3-1,3-glucana presente na parede celular dos

fungos. O acoplamento da glucana ao receptor de dectina-1 desencadeia o processo
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de fosforilagdo por diversas vias de sinalizagdes através de adaptadores distintos,
como a quinase Syk, PLCy2, CARD9 e Raf-1 (Reid et al, 2009) que resulta na
secrecgao de citocinas e quimiocinas estimulatérias. Ja o reconhecimento da manose
ocorre através de dois receptores, o receptor CD206 e DC-SIGN (CD209), sendo
considerados os principais receptores em células mieldides humanas. Esses dois
receptores tém motivos citoplasmaticos que direcionam os antigenos monosilados
para a via endocitica de células dendriticas para serem processados e
subsequentemente apresentados as células-T. No entanto, a estimulagdo dos
receptores de manose pode levar a respostas pré-inflamatérias ou anti-inflamatérias,
dependendo do tipo de patégeno e da célula hospedeira estudada. O terceiro
receptor importante dentro da familia lectina C é a dectina-2 que tem afinidade para
a a-mananas (Levitz, 2010; Brown, 2011; Hardison e Brown, 2012).

Os receptores do tipo Toll (TLRs) sao receptores conservados que
reconhecem os PAMPs e outros ligantes. Ao serem ativados induzem respostas
comuns a esses receptores, incluindo ativagdo do inflamassoma, como também
respostas especificas, independente ou ndo da ativacdo do sistema imune inato por
células fagociticas e DCs. A contribuicdo dos TLRs individuais para a resposta
imune pode variar dependendo das espécies fungicas, dos morfotipos fungicos e da
via de infecgdo. A GXM (principal componente da capsula de C. neoformans) é
reconhecido por TLR4 e CD14, porém essa ativacdo é depende da via de
transducgao de sinal do TLR e ocorre parcialmente, sendo, portanto, responsavel por
imunossupressao do sistema imune do hospedeiro (Levitz et al., 2010; Brown, 2011;
Hardison e Brown, 2012).

Os receptores NLR sé&o citoplasmaticos e reconhecem uma ampla variedade
de substancias como ATP e acido urico (marcadores de necrose celular); disturbios
idnicos (liberagao de K*) e alguns componentes microbianos (3-1,3-glucana). Apos a
ativacao desses receptores, ocorre uma cascata de reacdes que levam a ativagao
do complexo multiprotéico denominado inflamassoma, que tem por finalidade ativar
a caspase-1 e assim promover a maturacao e liberagao das citocinas IL-13 e IL-18.
Ambas promovem a maturagao e atracdo de outras células do sistema imune como
tentativa para conter e eliminar a infecgdo. Ainda ndao se sabe como os receptores
NLR sdo capazes de diferenciar os variados e distintos estimulos, mas € sabido que
esses apresentam participagdo em doengas autoimunes, como gota, diabetes tipo 2

e arterosclerose (Robbins & Cotran, 2016).
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Figura 5 - Representagao esquematica dos receptores de reconhecimento padrao (PRR) das células
do sistema imune. Modificado de Erwig e Gow, 2016.

Mesmo diante desses diversos mecanismos de reconhecimento e protecéo do
sistema imune contra os fungos, esses ainda sao capazes de evadir das defesas do
hospedeiro. Isso se deve, principalmente, aos fatores de viruléncia, anteriormente
descritos, que protegem esses patdogenos contra a resposta imune do hospedeiro.
Em pacientes imunodeprimidos, a situacdo € mais critica, pois a quantidades de
células imunitarias do hospedeiro, principalmente os fagdcitos, encontra-se
diminuidos, dificultando assim a contencdo e efetiva eliminacdo da infeccao
(Kurokawa et al., 1998).

O fungo C. neoformans, durante a infeccdo em pacientes
imunocomprometidos, por meio da capsula polissacaridica, promove uma ativagao
robusta da via alternativa do complemento de forma a esgotar os mecanismos desse
sistema e tornar o hospedeiro mais susceptivel a infecgdo. Outro efeito
imunossupressor induzido pela capsula é a regulagdo negativa na secregao de
citocinas estimuladoras, tais como interleucina-1 e TNF-a, e regulagao positiva de
citocinas anti-inflamatoérias (IL-6 e IL- 10) por mondcitos humanos, além de inibir a
linfoproliferagdo e induzir clones de células imune do perfil tipo Th2. Com a

supressao do hospedeiro é observado um aumento da carga fungica e os anticorpos
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contra os componentes da capsula nao parecem contribuir para a fagocitose da
levedura como forma de conter a infecgao (Kurokawa et al., 1998; Levitz, 2010).

Entretanto, as glucanas, especialmente a [B-(1,3)-glucana, presentes na
parede celular dos fungos possui capacidade imunomodulatéria benéfica ao
hospedeiro contra infeccbes. Os carboidratos presentes na parede celular dos
fungos podem ser separado em fragdes, sendo a fragdo 1 (F1) composta
predominantemente por B-(1,3)-glucana. Estudos realizados estimulando o sistema
imune com as fragdes derivadas da parede celular de fungos como H. capsulatum,
C. neoformans e Fonsecae pedrosoi, demonstram a capacidade dessas fracdes em
reproduzir um ambiente propicio para a eliminacdo da infeccdo através do
recrutamento e ativagao celular, inducao de citocinas pro-inflamatodrias, redugao da
carga fungica e aumento da sobrevida dos animais (Silva et al, 1985; Sa-Nunes et
al, 2004; Rappleye e Goldman, 2006; Nobrega et al., 2010)

Em uma revisdo, Cassone e Casadevall (2012) demonstram que diversos
grupos tém trabalhado para desenvolver novas estratégias terapéuticas contras as
infecgbes fungicas. Porém, alguns desses tratamentos terapéuticos que incluem
micro-organismos atenuados ndo apresentaram uma resposta efetora efetiva e ndo
possui @ mesma seguranga que as atuais vacinas de referéncia utilizadas no
mercado. Dessa forma, as fracbes podem ser o primeiro passo para o

desenvolvimento de medidas terapéuticas contra infecgbes fungicas.
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OBJETIVOS
1. Objetivo geral

Considerando a persisténcia do C. neoformans no interior dos macréfagos e a
incapacidade dessas células em eliminar adequadamente o fungo, o objetivo deste
trabalho foi identificar se os componentes da parede celular de C. neoformans,
presentes na fragdo F1, sdo capazes de modular a ativacdo de macrofagos durante
a infeccao experimental com C. neoformans in vitro € in vivo.

Para atingir tal objetivo, foram desenvolvidas diferentes metas experimentais:
Metas:

1 - Isolar a fragdo F1 da parede celular das linhagens capsular e acapsular,

dos sorotipos A e D (H99, B3501 e cap67A) do fungo C. neorformans;

2 - ldentificar as fragdes que induzem a ativagdo de macrofagos e ao aumento

da atividade microbicida;

3- Testar as fracbes escolhidas na meta anterior, na producao de citocinas

importantes para a resposta imune inata;

4- Testara(s) fragdes em modelo experimental de infecgao in vivo;
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Os animais utilizados durante a execugao desse trabalho foram camundongos
da linhagem isogénica C57BL/6 com idade entre 8-12 semanas, provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP). Os animais
foram mantidos no Biotério do Instituto de Biologia — IB da Universidade de Brasilia,
sob padrdes sanitarios previamente estabelecidos, fornecimento de agua e ragéo ad

libitum. Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo

Comité de Etica da Universidade de Brasilia (UnBdoc n°. 66729/2016).

2. Cultura Celular

Os macréfagos utilizados neste trabalho foram obtidos de 2 fontes distintas,
sendo elas, macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDC) e macrofagos
recrutados do periténio.

Os macréfagos foram obtidos da medula pela lavagem do fémur e tibia dos
camundongos, de acordo com protocolos previamente estabelecidos na literatura
(Lutz et al., 1999; Zhang et al., 2008; Marim, 2010). Resumidamente, os animais
foram sacrificados por inalagdo de diéxido de carbono (CO,), seguido pela
extirpacéo do fémur e da tibia das patas traseiras. As epifises do fémur e da tibia
foram retiradas e descartadas e, posteriormente realizada lavagem do interior destes
utilizando uma seringa de 1mL contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) nao
suplementado, para a obtencao das células progenitoras. Em seguida, essas células
foram centrifugadas a 300xg a 4°C durante 5 minutos, e ao final foram contadas.
Imediatamente, elas foram ressuspendidas em meio de diferenciacdo de
macrofagos, contendo 20% de Soro Fetal Bovino Inativado (SFBi) + 80% RPMI-1640
+ 1uL de GM-CSF/mL + 1uL de B-mercapto/mL. Essas células foram, entdo,
distribuidas em placas de Petri, na concentracdo de 4x10°, contendo 10 mL de meio
de diferenciacao e colocado em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. No 4°

dia, apds inicio da diferenciagao, foram adicionados a cultura mais 10 mL de meio de



34

diferenciagdo. No 8° dia, descartou-se as células dendriticas e os macréfagos foram
contados e semeados, em placas especificas para realizacdo dos experimentos,
com meio de experimentacdao contendo 10% SBFi e 90% RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich), e, depois, deixadas em repouso por um tempo de 24 horas. Apds esse
prazo de repouso, 0 meio da cultura foi renovado e iniciados os experimentos.

Para a obtengdo dos macrofagos derivados do peritdnio, foram injetados 2 mL
de tioglicolato caldo (Laborclin) na cavidade intraperitoneal dos camundongos. Apos
4 dias, os animais foram sacrificados e realizado o lavado peritoneal com 10 mL de
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) gelado ndo suplementado na cavidade peritoneal do
camundongo. As células aspiradas foram lavadas com RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
nao suplementado e centrifugadas a 300xg, 4°C durante por 5 minutos (Zhang, et
al., 2008). Apés a lavagem, elas foram contadas e semeadas em placas de cultura
com meio experimental composto de RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) + 10% de SFBi.
Apds a distribuicdo das células nas placas de cultivo, essas foram deixadas em
repouso por um periodo de 24 horas e, ao término desse prazo, o meio foi renovado

e segui-se com os experimentos.

3. C. neoformans

Nesse trabalho foram utilizados as trés linhagens mais estudadas do fungo
patogénico Cryptococcus neoformans: a linhagem H99 (C. neoformans var. grubii
sorotipo A) considerada a mais virulenta, a linhagem B3501 (C. neoformans var.
neoformans sorotipo D) representante da variedade do grupo D e a linhagem
mutante hipovirulenta e acapsular cap67A (C. neoformans var. neoformans sorotipo
D - mutante derivado da linhagem B3501) (Mitchell e Perfect, 1995; Lin e Heitman,
2006; Ma e May, 2009; Srikanta et al., 2014;). Estas linhagens foram semeadas em
placas de petri contendo meio sdlido Sabouraud Dextrose (Acumedia) e crescidas
em estufa a 30°C por 5 dias. Apds esse periodo, as placas contendo as colbnias
foram armazenadas na geladeira, como estoque, sendo renovadas a cada 30 dias.
Para inducdo da proliferagdo e expansao das leveduras, estas foram coletadas e
inoculadas em meio caldo Sabouraud Dextrose (Sigma-Aldrich) por 72 horas, a 30°C
sob agitagdo de 120 RPM. Apds o crescimento em meio liquido, o fungo foi coletado,
centrifugado a 2000xg por 5 minutos, e lavados 2 vezes com solucédo tampéo fosfato
(PBS).
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4. Obtencao da Fracdao F1 da parede celular das linhagens H99, B3501 e

cap67A do fungo Cryptococcus neoformans

Apos a lavagem descrita acima, os sobrenadantes de cada linhagem do fungo
foram descartados, e ao final o pellet foi pesado e submetido ao tratamento com
Formaldeido a 10% por um periodo de 24 horas em temperatura ambiente e sob
agitacao. Em seguida, a solugao contendo massa fungica foi centrifugado a 2000xg
por 5 minutos e lavado 3 vezes com agua destilada estéril. Em seguida, o
precipitado foi macerado com nitrogénio liquido e ressuspenso em agua destilada
estéril e centrifugado por 5 vezes a 2000xg para a retirada de residuos celulares. Ao
final dessa etapa o fungo foi semeado em placa de Petri contendo meio sdlido
Sabouraud Dextrose (Acumedia) para verificagdo da viabilidade celular.

O préoximo passo foi a extragao lipidica: foi adicionado ao fungo uma solugao
de Cloroférmio e Metanol (proporgao 2:1) sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente por 4 horas. Posteriormente, o material foi lavado 3 vezes com PBS,
centrifugado a 4000xg durante 5 minutos. Esse tratamento foi repetido mais 1 vez.
Apobs os tratamentos de extragao lipidica e lavagem, o pellet foi seco em estufa a 37
°C por até 3 dias. A parede celular bruta, obtida da massa do fungo, foi novamente
pesada e ressuspendida em NaOH 1N (para cada 10 mg da massa do fungo foi
usado TmL de NaOH 1N) a temperatura ambiente por 2 horas e, depois,
centrifugada a 4500xg a temperatura ambiente por 10 minutos. O precipitado foi
submetido ao processo anterior por mais 3 vezes. Ao término da ultima
centrifugacao, o precipitado alcali-insoluvel é lavado com agua destilada estéril até o
momento que o pH se aproximar de 7,0.

Em seguida, o pellet é liofilizado e o po6 resultante é denominado fragado F1.
Essa fragdo é constituida, principalmente, de B-1-3-glucana (Sa-Nunes et al, 2004,
Nébrega et al., 2010). Foi preparada, a partir da fracdo F1, uma solugao com PBS 1x
em concentragdes variadas, tais como, 25ug/mL, 37,5ug/mL, 50ug/mL, 75ug/mL e

100pg/mL para realizagéo dos ensaios.

5. Ativagao dos macréfagos estimulados com as Fragoes F1

Para os ensaios in vitro, os BMDC ou macréfagos peritoniais foram

estimulados com a fragao F1 obtidas das 3 linhagens do C. neoformans (H99, B3501
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e cap674) e Zymozan, como controle, todos em diferentes concentragbes de
estimulo (25ug/mL, 37,5ug/mL, 50ug/mL, 75ug/mL e 100ug/mL) por um periodo de
tempo de 18 horas.

Para a indugdo da citocina IL-1B, os macréfagos foram estimulados
previamente com as fragbes F1 por 17 horas e 15 minutos. Nos 45 minutos
anteriores ao término do tempo de 18 horas, foi adicionado ATP (5 Mm - Invivogen)
ou Nigericina (20uM - Invivogen). Como controle positivo foi utilizado LPS (n&o
ultrapuro, Invivogen) na concentragdo de 500ng/mL e ATP (5 Mm - Invivogen) ou
Nigericina (20uM — Invivogen) nos tempos descritos anteriormente. Por fim, o
sobrenadante foi coletado e armazenado no — 80 °C para posterior dosagem de

citocinas inflamatérias, tais como, TNF-a.

6. Dosagem de Citocinas

Citocinas presentes no sobrenadante dos ensaios foram analisadas pelo
meétodo ELISA, utilizando-se kits comerciais (eBioscience ou BD). O procedimento
foi realizado conforme instrugdes do fabricante. Os dados gerados foram
processados pelo software SolftMax Pro 5.4. (Molecular Devices) e os niveis das

citocinas foram demonstrados em seus valores absolutos (pg/mL).

7. Dosagem Oxido Nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) é um gas que se decompde em nitritos (NO') e nitratos
(NO3), e o nitrito formado no sobrenadante da cultura das células foi determinado
pela reagdo colorimétrica de Griess e avaliado através de leitura por
espectrofotdbmetro (520-550 nm). Os valores foram obtidos baseando-se na curva
padrdo, cujos valores foram de 1.56, 3.12, 6.24, 12.48, 24.96, 49.92 e 99.84
micromolar (uM) (Green, et al., 1981).

8. Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo
O ensaio de viabilidade celular foi feito usando a técnica de citometria de

fluxo. As células, na concentragdo de 1x10°, foram incubadas a 37°C e 5% CO2 e

estimuladas nas concentragbes de 25ug/mL, 37,5ug/mL, 50ug/mL, 75ug/mL e



37

100ug/mL. Apds a incubagao, as células foram desaderidas usando a solugao
TrypLE (Invitrogen), lavadas com PBS 1x, centrifugadas a 300xg por 5 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em PBS
1x + 2% SFBi e marcadas com Pl (10 microgramas por mililitro - ug/mL) durante 5
minutos. O controle positivo para Pl foi o etanol 70%. Os dados gerados foram

processados pelos softwares Flow Joy 8.7 e SolftMax Pro 5.4.

9. Ensaio de Fagocitose e Atividade Microbicida

Para avaliar a ativagdo de macrofagos peritoniais pelas fragdes resultando no
aumento da internalizagao e da agao microbicida, os macrofagos foram plaqueados
na concentracdo de 1x10° células/pogo (ensaio de fagocitose) e na concentragdo de
5x10* células/pogo (ensaio de atividade microbicida). O tratamento das células foi
feito utilizando as fragdes derivadas das 3 linhagens do fungo, nas concentragdes de
37,5ug/mL e 50ug/mL por um tempo de 1 hora e 30 minutos.

Logo apos o estimulo, as células foram lavadas com RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich) ndo suplementado e os macrofagos foram infectados com a linhagem H99
do fungo em MOI de 5:1 (5 fungos para cada macrofago), em meio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% SFBi. As leveduras foram opsonizadas
previamente com o anticorpo 18B7 (2 pg/mL) por 45 minutos a 37°C. Os macrofagos
foram infectados por 6 horas, ou por 12 horas. Decorridas 3 horas a infeccéo, todas
as culturas foram lavadas com RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) para remoc¢ao das
leveduras nao internalizadas ou em suspenséo.

Ao final dos tempos preestabelecidos para a infecgcdo, as culturas para
analise de fagocitose tiveram os sobrenadantes descartados e as células foram
marcadas utilizando o kit Instant Prov (Newprov®) - conforme orientagbes do
fabricante -, e depois a quantidade de fungo internalizado foi determinada de um
total de 100 macrofagos, analisados em campos aleatérios da placa. Nas culturas
para avaliar a atividade microbicida, os sobrenadantes foram descartados e, em
seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e posteriomente lisadas com 50
ML de uma solugdo aquosa de dodecil sulfato de sodio (SDS — Bio-Rad) na
concentracdo de 0,05%, por até 5 minutos. O lisado foi coletado e 10 yL foram
utilizados para a diluicdo seriada até 1/1000 de PBS. A seguir 100 pL da diluigdo de

1/1000 foram plaqueados em placas de petri com meio Sabouraud Agar (Acumedia),
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e incubadas a 30°C por 72 horas. Apds este periodo, as coldnias foram contadas

(CFU) e a capacidade microbicida dos macréfagos foi determinada.

10. Curva de Sobrevivéncia

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram usados como modelo de infecgao
neste estudo para avaliar a capacidade protetora induzida pela fragdo F1 do fungo
B3501. Foram separados 3 grupos, contendo 4 animais por grupo, e cada grupo
recebeu determinados estimulos antes da infecgcdo. Os estimulos foram realizados
por via intranasal com PBS para o grupo controle negativo, com Zymozan na
concentragcao de 37,5 ug/mL para o grupo controle positivo e com a fracdo F1 na
concentracéo de 37,5 ug/mL para o grupo experimental, todos no tempo de 24 horas
que antecedeu a infeccao. Apds o periodo de 24 h do estimulo, todos os animais
foram submetidos a infecgdo com células da linhagem H99 do fungo C. neoformans
na concentragdo de 1x10° por via intratraqueal.

Os animais foram acompanhados diariamente, por um periodo total de 40

dias, e a sobrevida foi posteriormente analisada.

11. Quantificacao de Citocinas do macerado do pulmao

Para esse ensaio foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, com
idade entre 6-8 semanas, separados em 3 grupos, contendo 3 animais por grupo. Os
animais foram induzidos ao mesmo procedimento de estimulo e infeccdo conforme
descrito anteriormente. Seguindo os mesmos procedimentos de tratamento e
infecgao.

No tempo de 15 dias apds a infecgao os animais foram sacrificados, seguindo
as normas éticas estabelecidas, e os pulmdes foram extirpados, macerados em 1
mL de PBS, centrifugados e o sobrenadante coletado e armazenado a -20°C,
conforme protocolo preconizado no laboratério, até 0 momento da dosagem.

A quantificacdo das citocinas IL-103, IL-6 e TNFa presentes no macerado foi
realizado pelo método imunoenzimatico (ELISA) conforme os procedimentos
estabelecidos pelo fabricante. O nivel absoluto das citocinas presentes no macerado

foi calculado baseado na curva padrao fornecida pelo fabricante.
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12. Analise estatistica

Os resultados apresentados neste trabalho tratam-se de ensaios
representativos, com grupos em ftriplicatas, de, pelo menos, dois ensaios
independentes. Foi utilizado o software GraphPad Prism, versao 6.0 (GraphPad
Software) para as analises estatisticas. Dados considerados significativos foram
demonstrados com **** quando P < 0,0001; com ***, quando P < 0,001; com **,

quando P < 0,01; com *, quando P < 0,05 e ns, quando P > 0,05.
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IV. RESULTADOS

1. Fragoes F1 da parede celular de Cryptococcus neoformans induzem a

ativacao dos macréfagos murinos.

A secrecao e producdo de TNF-a esta relacionada, dentre outras fungdes,
com a ativacao e proliferagcao de algumas células, tais como os macréfagos, frente a
determinados estimulos. Desta forma, analisou-se a capacidade das fracbes F1 de
C. neoformans em induzir a secrecédo de TNF-a in vitro em macrofagos peritoniais
estimulados com as fragbes extraidas das 3 linhagens do fungo C. neoformans em
diferentes concentragdes por um periodo de 18 horas.

As fragées F1 da linhagem B3501 (F1B) e da linhagem mutante cap67A
(F1C), a partir da concentracdo de 37 pug/mL, foram capazes de induzir a secregao
de TNF-a pelos macréfagos (figura 6A e 6B). Contrariamente, a fracdo F1 da
linhagem H99 (F1H) ndo induziu a secrecdo da citocina em nenhuma das
concentracdes analisadas.

Esses dados sugerem que as fragbes F1 das linhagens B3501 e F1 da
linhagem cap67A sédo capazes de ativar os macrofagos e induzir um ambiente pro-

inflamatério propicio para a contengao e/ou eliminagao da infecgao.
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Figura 6 — Producgao de TNF-a induzida por estimulos de diferentes concentragdes das Fragoes
F1 em macréfagos peritoniais. Secrecao de TNF-a por macréfagos peritoniais na presencga de LPS
e da fracdo F1 da linhagem B3501 (A), F1 da linhagem cap67A (B) e F1 da linhagem H99 (C) de C.
neoformans nas concentragdes de 25 pg/mL, 37,5 pyg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL e 100 pyg/mL por um
periodo de 18 horas de estimulos. Diferenca significativa ANOVA p<0,05.

2. As fracoes F1 da parede celular do fungo sao capazes de induzir a

produgio de Oxido Nitrico (NO) em macréfagos murinos

Considerando-se que as fragbes F1B e F1C foram capazes de ativar e induzir
a secrecdo de TNF-a pelos macréfagos peritoniais, verificou-se se essa ativagcéo

estava também relacionada a acéo fungicida através da producdo de oxido nitrico
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(NO). A producéo de NO € um dos mecanismos efetores utilizados por macréfagos e
outros tipos celulares no combate as infecgbes fungicas, incluindo danos e morte
contra o fungo C. neoformans.

Conforme demonstrado na figura 2, pode-se verificar que as mesmas fragbes
que induziram a producao de TNF-a também foram capazes de induzir a producao
de NO pelas células previamente estimuladas, corroborando, assim com os
resultados apresentados na Figura 6. Esses resultados inferem a provavel acao
dessas fracbes em modular essas células do sistema imune. A fragdo F1H99
somente produziu NO em concentracbes mais elevadas, apesar de nao induzir a

secrecao do TNF-a.
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Figura 7 — Produgdo de Oxido Nitrico (NO) em resposta a estimulos de diferentes

concentragcoes das Fragcoes F1 em macréfagos peritoniais. Niveis de o&xido nitrico no
sobrenadante de culturas de macréfagos peritoniais na presencga das fragdes F1 da linhagem H99, da
linhagem B3501 e linhagem mutante acapsular cap67A de C. neoformans nas concentragbes de 25

pa/mL, 37,5 ug/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL e 100 pg/mL apés 18 horas de estimulo.

3. Aumento da capacidade fungicida dos macréfagos induzida pelas

fragoes

Apos verificar a efetiva ativagdo dos macrofagos frente ao estimulo com as

fragbes, o passo seguinte foi realizar a infeccdo das células previamente
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estimuladas com o fungo C. neoformans e avaliar a sua capacidade fungicida nos
tempos de 6h e 12h (Figura 8 A-B).

No tempo inicial de 6h, com excecdo da fragdo F1B e de Zym na
concentracédo de 50 ug/mL, nao foi possivel observar agao fungicida dos macrofagos
contra a infecgdo. Entretanto essa situagcao se inverte no tempo de 12h, na qual se
verifica uma recuperacdo menor das leveduras em todos os macrofagos
previamente estimulados, com exceg¢ao dos tratados com a fragdo F1H e Zym na
concentragéo de 37,5 pg/mL.

Esses dados corroboram com os demais anteriormente apresentados (Figura
6 e Figura 7), reafirmando a fragdo F1B na concentragao de 37,5 ug/mL como a que

melhor induz e modula a resposta imune.
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Figura 8 — indice de fagocitose por macréfagos das leveduras da linhagem H99 de C.
neoformans apés estimulos com as fragées. Os macréfagos peritoniais foram previamente
estimuladas, por um periodo de 1 € 2 hora, com as fra¢gdes da linhagem B3501 (F1B), da linhagem
cap67A (F1C) e da linhagem H99 (F1H) nas concentragdes de 37,5 pg/mL e 50 ug/mL. Apds o
periodo de estimulo as células foram infectadas com as leveduras da linhagem H99 (MOI 5:1)
opsionizadas previamente com o anticorpo 18B7 (3 uL/1 x 107 levedura). Nos tempos de 6 horas e 12
horas as células foram lavadas, lisadas com SDS 0,05% e diluicbes desse lisado foram semeados em
meio Sabouraud agar (Acumedia) por até 4 dias a 30°C. Os graficos representam as unidades

formadoras de coldnias (CFU).
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4. As fracoes F1B e F1H nao alteram a viabilidade celular

Considerando que algumas fragbes nao foram capazes de aumentar a
atividade microbicida dos macrofagos, bem como do TNF-a e em algumas
concentracbes a producdo de NO, analisamos se as fracbes poderiam estar
interferindo com a viabilidade das células. Desta forma, a viabilidade celular dos
macrofagos peritoniais que foram previamente estimuladas com as fragbes foi
analisada por citometria de fluxo (Figura 9 A-D). A fragdo F1B n&o alterou a
viabilidade celular em nenhuma das concentragdes avaliadas (Figura 9 A-D). A
fracdo F1H (Figura 9 A-D) nao alterou a viabilidade, da mesma forma que nao foi
capaz de ativar as células por indugcdo de citocina (Figura 6C) e nem induzir a
producdo de NO (Figura 7), subendendo, assim, a sua incapacidade em modular a
ativagdo dos macréfagos.

No entanto, a viabilidade celular foi diminuida significativamente nos

estimulos decorridos da fragao F1C (Figura 9 A-D) em todas as concentracoes.



>

Viabilidade (%)

(@]

Viabilidade (%)

45

MOp B MOp
150 - 150-
9
< 1004 *
L)
o
1]
=
8 50
=
o T T
o > o NS
& ﬁ\& ;:Q\ ;:QN <
< ) \s@‘ \\}\@ \\.}@
o’@- O’O 2
Concentragdo 37,5 pg/ml Concentragdo 50 pg/mi
MOp D MOp
150 150 -
S
QD
o
1]
g
a
o
=

Concentragao 75 pg/ml Concentragdo 100 pgimi

Figura 9 — Viabilidade celular de macréfagos peritoniais apés estimulos com as fragdes F1 das
linhagens de C. neoformans. Os macréfagos foram estimulados previamente com as fragdes das
linhagens B3501 (F1B), da linhagem cap67A (F1C) da linhagem H99 (F1H) de C. neoformans nas

concentragdes de 37,5 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL e 100 pg/mL por um periodo de 18 horas de
estimulo.
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5. A fracao F1B é capaz de aumentar a sobrevida dos animais infectados

por C. neoformans.

Visto que, nos experimentos in vitro, a fragao F1B foi a que apresentou altos
niveis de TNF-¥, NO e alta capacidade microbicida, além de ndo induziu a morte

das células, esta fragcao foi escolhida para os ensaios in vivo.

Os animais do grupo controle que, receberam como estimulo apenas a
solucdo tampao antes da infecgdo com o isolado virulento H99 do fungo C.
neoformans, comegaram a morrer por volta da 22 semana apos a infeccao,
sucumbindo totalmente na 3% semana. Ja os animais do grupo Zym sobreviveram
até o 34° dia, apresentando assim, uma sobrevida intermediaria entre os trés grupos.
Contudo, o grupo que recebeu o estimulo com a fragdo F1B apresentou melhor
sobrevida dentre os grupos, exibindo uma taxa de sobrevida 2 vezes maior que o

grupo controle (Figura 10).

Dessa forma, € possivel perceber que o estimulo prévio realizado com a
fracdo F1B pbde conferir aos animais uma melhor resposta contra a infecgao, de
forma tal, a modular a resposta imune, conferindo entdo, uma maior sobrevida que

0s demais grupos.
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Figura 10 — O estimulo com a fragdo F1B confere aos camundongos maior tempo de sobrevida.
Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (4 por grupo). O grupo PBS (controle) recebeu
estimulo com solugdo tampéao fosfato; o grupo ZYM e o grupo F1B3501 receberam estimulos de
Zymozan e da fragdo FB3501, respectivamente, ambos na concentracdo de 37,5 pg/mL. Os
estimulos foram realizados por via intranasal e no tempo de 24 horas antes da infecgdo. Apds o
periodo dos estimulos os animais foram infectados por via intratraqueal com 1x10° de células de C.

neoformans da linhagem H99. A sobrevida dos camundongos foi acompanhada por 40 dias.
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6. Dosagem das citocinas da resposta imune inata dos pulmées de

camundongos

Para compreender melhor os mecanismos imunoldgicos que estdo ocorrendo
no tecido dos animais tratados, com 15 dias apds a infecgdo, os animais foram
sacrificados e foi feito a retirada dos pulmdes, seguido por maceragcdo e
centrifugacdo da amostra. O sobrenadante foi coletado e os niveis das citocinas
TNF-q, IL-1B e IL-6 foram mensurados.

Os animais que foram tratados com a fragdo FB apresentaram niveis de TNF-
a e IL-6 menores quando comparados com o controle PBS e Zym, entretanto, o nivel
de IL-1B se mostrou aumentando quando em comparagdo com os demais grupos,

conforme figura 11 A-C.
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Figura 11 — Dosagem de citocinas do macerado do pulmido de animais previamente

estimulados a fragdo F1B e posteriormente infectados com a linhagem H99 de C. neoformans.
Camundongos da linhagem C57BL/6 (3 por grupo) foram previamente estimulados com PBS
(controle), com Zymozan e com a fragdo FB3501 ambas na concentragédo de 37,5 ug/mL, no tempo
de 24 horas antes da infec¢do. Os estimulos foram realizados por via intranasal e no tempo de 24
horas antes da infecgdo. Apds o periodo dos estimulos os animais foram infectados por via
intratraqueal com 1x10° de células de C. neoformans da linhagem H99. No tempo determinado de 15
dias, os animais foram sacrificados e os pulmdes foram retirados, macerados e do sobrenadante foi
dosado as citocinas (A) TNF-q, (B) IL-18 e (C) IL-6.
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DISCUSSAO

As B-glucanas sao moléculas comumente extraidas de leveduras, fungos e
bactérias com grande fator imunomodulatorio. Diversos estudos tem voltado o foco
para essa molécula, uma vez que, ela é capaz de ativar mecanismos imunes que
sao considerados protetores, tais como, a capacidade em aumentar a atividade
antimicrobiana, funcional e a proliferacdo de células do sistema imune, além de
serem capazes de induzir a produ¢cdo de mediadores pro-inflamatérios como, IL-18,
TNF-a, IL-2 via componentes do sistema complemento contra infecgdes virais,
bacterianas e fungicas (Silva et al., 1994; Tzianabos, 2000; Sa-Nunes, 2004;
Rappley e Goldman, 2006; Magnani et al., 2008; Nobrega et al.,, 2010). Essa
atividade das B-glucanas tornou-se algo promissor a ser pesquisado, uma vez que, &
um excelente candidato a formulacdo ou composicdo de um novo método
terapéutico contra as infecgbes fungicas, que acometem, principalmente, os
hospedeiros imunodeprimidos (Kuliche et al., 1997). Na literatura ja € descrito que a
fracdo F1 de alguns fungos como H. capsulatum, F. pedrosoi e C. albicans, é
composta, predominante, por [B-1,3-glucana. Essas fragbes possuem atividade
quimioatrativas, ativacdo de neutréfilos e macréfagos e a indugdo de TNF-a
(Medeiros et al., 2004; Rappley e Goldman, 2006; Sato et al., 2006; Nobrega et al.,
2010), corroborando assim com os nossos achados demonstrados na Figura 6A e
6B, na qual as fragdes da linhagens B3501 e cap67A foram capazes de induzir a
ativacdo de macrofagos através da inducdo da referida citocina. Contudo, nos
estudos realizados por Pelizon (2004) nao foi identificada inducdo de citocinas
inflamatorias em experimentos in vitro frente a estimulos com 3-glucana derivado do
fungo Saccharomyces cerevisiae, semelhantemente ao ocorrido com a fragédo F1
derivada da linhagem H99 do fungo C. neoformans (Figura 6C). Esse resultado
poderia ser justificado, em partes, talvez, pela presengca abundante de outros
componentes da parede celular, tal como a quitina que possui efeitos complexos
além de ser reconhecida por outros receptores de superficie celular como o TLR-2
(Lee et al., 2008).

As [B-glucanas sado considerados padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) e podem ser reconhecidas por receptores de reconhecimento
padrdo (PRR) presentes na superficie celular de diversas células, tanto células do

sistema imune quanto de células ndo imune, como os fibroblastos e de células
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endoteliais. Alguns receptores estdo envolvidos no reconhecimento desse
carboidrato, dentre eles, destacam-se dectina-1, receptor do complemento 3 (CRS;
CD11b / CD18), receptores scavenger (SRs) e receptores tipo Toll (TLR). O receptor
mais conhecido e com processos mais elucidados € a Dectina-1 que esta,
predominante, presente em neutrofilos, macrofagos, mondcitos e células dendriticas,
sendo influenciado por diversos produtos microbianos e ou citocinas (Brown e
Gordon, 2001; Brown e Gordon, 2005). A dectina-1 € uma glicoproteina com uma
regido externa, sendo responsavel pelo reconhecimento da fragdo F1, e outra regido
transmembranar, na qual, apds ativacao induz uma cascata de reacdes que inclui a
fagocitose e a produgao de superoxido por macréfagos como resposta de defesa
aos estimulos recebidos (Brown e Gordon, 2001; Taylor, 2002).

Uns dos mecanismos microbicida envolvido na ativagdo dos macréfagos, com
o objetivo de eliminar o patégeno e evitar a disseminagéo, € a producédo de éxido
nitrico (NO) e a fagocitose. O NO é uma molécula que, em organismos superiores,
promove a nitrosilacdo e estresse oxidativo, inibindo a respiragcdo mitocondrial,
sintese de DNA e o transporte ativo na regido membranar das células, ocasionando
a morte do organismo invasor, incluindo contra os fungos C. neoformans, C.
albicans, P. brasiliensis (Granger et al., 1988, Vazquez-Torres et al., 1995; Bocca et
al., 1998;)

A partir disso, avaliou-se a capacidade das fra¢des estudadas neste trabalho
em induzir a produgdo de NO. Conforme demonstrado na Figura 7, podemos
verificar que a fragdo F1B e F1C sado capazes de induzir a produgao desse agente
oxidativo. Além disso a fracdo F1B mostrou uma tendéncia da producdo de NO
numa relagdo dose-dependente confirmando os resultados descritos na revisdo de
Akramiene et al. (2007). Entretanto, a fracdo F1H nao induziu taxas significativas do
oxido nitrico, tal resultado ja era esperado, uma vez que, nos demais experimentos,
essa fragdo nao apresentou atividade sobre os macréfagos. O segundo mecanismo
avaliado foi a capacidade das fragcbes em aumentar as taxas de fagocitose. Esse
processo desempenha um papel importante na imunidade inata, pois, além de
eliminar o patégeno promove, também, a ativacdo da imunidade adaptativa
(Janeway e Medzhitov, 2002). Nossos resultados referente ao indice de fagocitose
demonstraram que no tempo inicial de 6 horas apenas o grupo estimulado com a
fragdo F1B, na concentragédo de 50 ug/mL, obteve indices baixos (Figura 8A). Porém

no tempo de 12 horas (Figura 8B), um aumento no numero de leveduras fagocitadas



51

e viaveis em todos os grupos, com excegao do grupo estimulado com a fragdo F1B
na concentragcdo de 37,5 ug/mL, na qual quantidade de leveduras internalizadas e
viaveis foi, aparentemente, menor em comparagdo com o controle negativo. Além
disso, fazendo uma analise sobreposta dos dois dados, o grupo estimulado com a
fragdo da linhagem B3501 parece manter um patamar. Nos estudos realizados por
Jang et al. (2009) foi verificado que beta-glucanas derivadas de outro fungo
induziram significativamente o processo de fagocitose em macréfagos de linhagem,
e ja Fuentes et al. (2011) mostraram a importancia da participagao desse carboidrato
como importante indutor do processo em células ndo ativadas. Esses dados em
conjunto sugerem que, a fracdo F1B apresenta acéo fungicida/fungistatica melhor
que as demais, necessitando de uma melhor analise para a definicdo da agcao dessa
beta-glucana.

Outro aspecto avaliado foi a viabilidade celular (Figura 9 A-D). O
polissacarideo F1B e F1H nao alterou a viabilidade celular em diferentes
concentragbdes corroborando com os achados de Harnack et al.,, (2011), em que
beta-glucanas derivadas de levedura ndo diminuem a viabilidade em células de
linhagens, por periodo superior a 72 horas de estimulo e em concentragcbes de até
100ug/mL. Entretanto, o fato da fragcdo F1H nao alterar a viabilidade celular pode
estar diretamente relacionado a falta de indugdo de uma atividade estimulatéria ou
devida a presenga de componentes distintos do estudado que podem regular o Sl de
outra forma e por outras vias ndo avaliada nesse trabalho. Ja a fracdo F1C
apresentou uma diminuigdo significativa da viabilidade celular com estimulos de
todas concentragdo. O motivo pelo qual isso ndo ocorreu ndo esta claro sendo
necessario uma melhor investigacgéo.

Até o momento, o polissacarideo derivado da linhagem B3501 do fungo C.
neoformans foi o que apresentou melhores resultados na ativagao celular, na
inducdo de NO, na fagocitose e ndo demonstrou possuir efeito citotoxico sobre os
fagécitos. Entéo, a fragcdo FB3501 na concentragcéo de 37,5 ug/mL foi escolhida para
verificar se seria capaz de alterar a sobrevivéncia dos animais pré-expostos e
infectados.

Na curva de sobrevivéncia (Figura 10) nota-se que o estimulo prévio com a
fragdo proporcionou uma sobrevida dos camundongos duas vezes maior que em
relagdo ao grupo controle, sugerindo, talvez, que essa beta-glucana consiga modular

a resposta imune do hospedeiro promovendo uma prote¢ao contra a infeccdo. Esse
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achado corrobora com os estudos realizados por Mansour et al. (2004), os quais se
verificou maior sobrevida no experimento in vivo apds estimulos com fracdes
derivadas do fungo C. neoformans.

Para melhor entender as modificagbes ocasionadas por essa glucana,
realizou-se a dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-13 do macerado do pulmao do
ensaio in vivo (Figura 11 A-C). Nota-se que as citocinas TNF-a e IL-6 (Figura 11A e
11B) se apresentam em niveis reduzidos em relagdo ao controle; e somente a
citocina IL-1B (Figura 11C) apresentou-se aumentada. Nos estudos de Mansour et
al. (2004), foi observado que os niveis de TNF-a do pulmdo de camundongos n&o
apresentaram diferenga significativa em relacdo ao controle, contrariando assim o
resultado encontrado nesse trabalho, no qual essa referia citocina apresentou-se
significativamente reduzida. Na revisdo de estudos realizado por Kim et al., (2006),
demonstrou que em algumas pesquisas realizadas com seres humanos e animais a
secrecao de IL-1B estava aumentada, confirmando com os nossos achados. No
entanto, nessa revisdo os niveis de TNF-a também estavam aumentados.

Ainda ndo se sabe ao certo os motivos da divergéncia dos nossos achados
com a literatura, contudo, podemos sugerir que a diminuigdo dos niveis de TNF-a e
IL-6 esteja relacionada com uma resposta mais coordenada decorrente do estimulo
pela fragcdo, de forma a modular o sistema imune do hospedeiro a evitar uma
resposta inflamatoria intensa. Essa inferéncia concordaria com os dados obtidos
para IL-1B3, visto que a secregao dessa citocina é altamente regulada e com grande
potencial em induzir uma resposta imune inflamatdéria exacerbada, interferindo assim
na capacidade do organismo em eliminar o patégeno sem maiores danos ao

hospedeiro.
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CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os componentes da parede celular de C. neoformans da
linhagem B3501 s&o capazes de estimular a resposta imunitaria do hospedeiro,
resultando no aumento de algumas atividades da imunidade do hospedeiro; sendo,
portanto, novos estudos aprofundados para explorar as diversas possibilidades

terapéuticas proporcionada por essa fragao.
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