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Resumo

Cryptococcus neoformans é um fungo encapsulado patogénico humano que
afeta principalmente individuos imunossuprimidos. Sua capsula € um dos
mais importantes fatores de viruléncia, e esta envolvida com os processos de
evasao da resposta imune e disseminagcdo no hospedeiro. Neste trabalho foi
investigado a ativagao do inflamassoma por C. neoformans e o papel de sua
capsula nesse processo. Observou-se que o mutante acapsular de C.
neoformans induziu elevados niveis da secrecao de IL-1B e ativagdo da
protease caspase-1. A secregao de IL-1B foi analisada em macréfagos
derivados de medula deficientes para as proteinas ASC, caspase-1, NLRP3 e
NLRC4, demonstrando que essa secregcdo depende do inflamassoma
NLRP3, mas ndo de NLRC4. Além disso, os componentes do inflamassoma
se mostraram dispensaveis para fagocitose e atividade antifungica frente a
infeccdo. Os mecanismos envolvidos no processamento de IL-1B foram
dependentes de catepsina B frente ao dano lisossomal e sinalizagdo via
quinase Syk. Foi demonstrado também que a sinalizacdo por IL-1B n&o
aumenta a atividade antifungica de macrofagos. No entanto, ela participa na
restricio da taxa de infeccdo por mecanismos desconhecidos. Estes
resultados mostram pela primeira vez que C. neoformans ativa o
inflamassoma NLRP3 de forma dependente de caspase-1 através da
liberagao de catepsina B e sinalizagao via Syk, levando a producéao de IL-13
e restricdo da taxa de infecgdo. Adicionalmente, esses dados demonstram
que os isolados encapsulados conseguem diminuir a ativagdo do
inflamassoma.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, inflamassomas, NLRP3, IL-1(3
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Abstract

Cryptococcus neoformans is an encapsulated human pathogenic fungus that
affects primarly immunocompromised individuals. It has a prominent capsule
that is an important virulence factor, which is involved in immune response
evasion and fungal dissemination. In the present study we investigated
whether C. neoformans was able of triggering inflammasome activation and
the role of its capsule in this event. The results showed that the acapsular
mutant induced high levels of IL-1p3 secretion and caspase-1 activation. IL-13
secretion induced by C. neoformans was assessed in WT, Asc”, Casp1'/',
Nirp3” and Nirc4” bone marrow-derived macrophages, showing IL-18
secretion to be dependent on NLRP3, but independent on NLRC4
inflammasome. In addition, inflammasome components were dispensable for
C. neoformans uptake or killing. The mechanisms underlying IL-1B processing
and release were dependent on cathepsin B release following lysosomal
destabilization and Syk tirosine kinase signaling. We also demonstrate that IL-
18 signaling is not required to restrict intracellular yeast, but limited the rate of
infection by an unknown mechanism. Together, our data show for the first
time that acapsular C. neoformans activates the NLRP3 inflammasome and
IL-18 secretion in a caspase-1 dependent manner and that the mechanisms
involved in this event rely on cathepsin B released during lysosomal damage
and Syk signaling, leading to restriction of infection rate. Furthermore, our
results show that encapsulated C. neoformans is able to dimish
inflammasome activation.

Keywords: Cryptococcus neoformans, inflammasomes, NLRP3, IL-1(
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1. INTRODUGAO

1.1 Infecgodes fungicas

Os fungos sdo microrganismos eucariotos pertencentes ao reino Fungi
e que possuem uma parede celular composta por quitina e outros
carboidratos. Dentre a maioria das espécies descritas até o momento,
apenas cerca de 150-200 espécies foram identificadas como potenciais
fungos patogénicos, ou seja capazes de causar doengcas em humanos
(Chakrabarti 2005).

Grande parte das infecgdes causadas por fungos sdo oportunistas e
estdo associadas ao aumento do numero de individuos imunodeficientes, em
especial aqueles pacientes portadores do virus HIV, recém transplantados e
pessoas acometidas por cancer ou em tratamento quimioterapico (Romani
2011). Dentre os principais fungos oportunistas estdo aqueles das espécies
Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp. e Histoplasma spp.
(Chakrabarti 2005, Romani 2011). A maioria dessas infec¢gdes ocorrem
através da inalacado de particulas fungicas ou devido a um desequilibrio na
homeostase do hospedeiro, 0 que permite a colonizagdo do organismo por
microrganismos comensais da microbiota, promovendo, desta forma, a
doenca.

Os fungos patogénicos séo responsaveis pela infeccdo dos tecidos do
hospedeiro e por debilitar os mecanismos de defesa do hospedeiro através
de genes e proteinas responsaveis pela patogenicidade da infeccdo. Estes
fatores sdo denominados fatores de viruléncia (Karkowska-Kuleta et al 2009).

De forma geral, estes fatores de viruléncia estdo relacionados a moléculas
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que facilitam a adesao dos fungos em tecidos e a matriz extracelular do
hospedeiro; producdo de fosfolipases e proteases, que causam dano
tecidual; a capacidade de sobreviver a 37 °C e a colonizagdo de outros
orgaos. Alguns fungos sédo capazes de alterar a sua morfologia durante o
processo infeccioso, denominados fungos dimoérficos ou polimorficos, e
incluem espécies como Candida spp. e Histoplasma spp. (Faguy 2011,

Hogan et al 1996, Romani 2011).

1.2 Cryptococcus neoformans

O fungo Cryptococcus neoformans, agente etioldgico da criptococose,
€ um fungo basidiomiceto e possui ampla distribuicdo geografica, podendo
ser encontrado em solo, troncos de arvores, vegetais em processo de
apodrecimento e até mesmo em excreta de aves, principalmente em pombos
(Lin 2009, Sorrell & Ellis 1997). Apesar de se reproduzir assexuadamente, ja
€ bem estabelecido que C. neoformans é capaz de se reproduzir de forma
sexuada, como relatado em experimentos laboratoriais. Esse processo €
controlado através de um unico locus MAT (mating type) que contém dois
alelos idiomorficos, a e a. No entanto, esse tipo de reproducdo ocorre em
menor frequéncia na natureza (Lin et al 2005, Litvintseva et al 2003).

Acredita-se que a infeccao ocorra através da inalacdo de propagulos
fungicos ou leveduras dissecadas pelo hospedeiro. Inicialmente, essas
particulas de C. neoformans inaladas podem permanecer no trato respiratorio
do hospedeiro sem causar qualquer dano ao mesmo ou desenvolver uma
doencga assintomatica (Lin & Heitman 2006). Estas podem ser eliminadas

pelo organismo ou permanecer em um estado de laténcia. Uma vez que a
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imunidade do hospedeiro esteja comprometida, esta forma latente pode voltar
ao seu estado ativo, causando uma infecgao local do trato respiratorio ou se
disseminar sistemicamente, e, desta forma, infectar outros érgéos, como o
trato urinario e o sistema nervoso central (Lin & Heitman 2006).

Inicialmente, o quadro de infecgdo pulmonar € brando, mas pode
evoluir para pneumonia grave se nao tratada de forma correta (Kronstad et al
2011). Em pacientes imunocompetentes este quadro é rapidamente
solucionado com o auxilio de medicamentos. Entretanto, naqueles individuos
imunossuprimidos pode ocorrer uma disseminagao sistémica do fungo, sendo
este capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, causando meningite
ou meningoencefalite. E sabido que C. neoformans possui um tropismo para
o sistema nervoso central, porém, a causa para esse fenbmeno permanece
desconhecida. Existem trés hipdteses que tentam explicar tal fato; (1) a
existéncia de substratos no sistema nervoso central, que seriam necessarios
para o crescimento de C. neoformans; (2) o sistema nervoso central serviria
como um refugio da resposta imune do hospedeiro contra o fungo e (3)
receptores especificos em células neuronais que seriam responsaveis por
atrair C. neoformans de forma mais eficiente do que outros 6rgaos durante a
disseminagao sistémica (Lin & Heitman 2006).

Estima-se que a meningite causada por C. neoformans atinja cerca de
1 milhdo de pessoas portadoras do HIV, causando por volta de 625.000
Obitos por ano (Park et al 2009). Foi reportado que C. neoformans também é
capaz de infectar individuos imunocompetentes, como relatado em varios
casos de infeccdo antes do surgimento da epidemia do HIV, porém, essas

infeccdes ocorrem em menor frequéncia (Mitchell & Perfect 1995).
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1.3 Capsula e mecanismos de evasao

Além da imunidade comprometida nos individuos infectados, a
patogenia da criptococose pulmonar ou meningite € também influenciada por
uma série de fatores de viruléncia do fungo. Dentre eles estdo: uma capsula
polissacaridica (Chang & Kwon-Chung 1994), capacidade de produzir
melanina (Lin & Heitman 2006), crescimento a 37 °C, producao de urease e
outras enzimas (Kozubowski et al 2009). A capsula € um dos fatores de
viruléncia mais importantes e muitos sdo os estudos envolvendo a regulacao
de sua sintese e manutencao (Araujo Gde et al 2012, Frases et al 2009a,
Frases et al 2009b, Kmetzsch et al 2011), com o objetivo de entender de
forma mais clara os mecanismos utilizados pelo fungo para evadir o sistema
imune e também com a finalidade de desenvolver novas drogas antifungicas
(Liu et al 2008).

A capsula de C. neoformans €& composta pelos polissacarideos
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), a primeira sendo
de grande interesse devido as suas propriedades imunogénicas e
antigénicas; e por uma pequena por¢gao de manoproteinas (Zaragoza et al
2009). GXM possui um tamanho que varia entre 1700-7000 kDa e compde
cerca de 90% da capsula. Estruturalmente, GXM consiste de uma cadeia
principal linear de a-(1,3)-manana com residuos de (-(1,2)-acido glucurdnico
(McFadden et al 2006). GalXM possui um tamanho variavel entre 100-1700
kDa e consiste 8% da composigao total da capsula. Estruturalmente, GalXM
consiste de um esqueleto contendo a (1->6)-galactano e quatro ramificagdes

curtas de oligossacarideos (McFadden et al 2006). As manoproteinas
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compdem os 2% restantes da composigao total da capsula, mas o seu papel
na arquitetura da mesma nao € conhecido até entdo (McFadden et al 2006).

Durante a interacdo inicial em modelos murinos de criptococose e em
casos de parasitismo intracelular pode ocorrer um aumento no diametro da
capsula, e ha algumas evidéncias de que isto pode estar relacionado com a
resisténcia do fungo aos varios mecanismos efetores utilizados pelas células
do sistema imune para eliminacdo de patégenos (Feldmesser et al 2001,
McClelland et al 2006).

Este componente do patdogeno desencadeia diversos processos
antagbnicos ao hospedeiro, tais quais: a inibicdo ou ativacdo do sistema
complemento, inibicdo da migracédo celular e fagocitose por macréfagos e
células dendriticas (Zaragoza et al 2003). Foi demonstrado que em
determinadas situagdes a capsula de C. neoformans pode ser capaz de
reduzir a expressao de moléculas co-estimulatérias, como CD80 em células
apresentadoras de antigeno, necessarias no processo de apresentagao de
antigenos e ativagao de linfocitos T (revisado em Zaragoza et al., 2009).
Além disso, componentes da capsula, como GXM e GalXM, sado capazes de
induzir a apoptose de linfocitos T e macréfagos através da ativacdo de
caspase-8 e aumento da expressao de FasL (Monari et al 2005, Pericolini et
al 2006, Villena et al 2008).

A atividade efetora de células fagociticas do sistema imune, como
macrofagos e células dendriticas € um dos mecanismos mais importantes
para eliminagcao de C. neoformans (Voelz & May 2010). A fagocitose de C.
neoformans pode ocorrer através da interagdo entre moléculas conservadas

presentes em sua superficie (PAMPs) com receptores de reconhecimento de
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padrdao (PRRs), presentes em macrofagos, células dendriticas e neutrofilos.
Esse processo ocorre principalmente através do reconhecimento de
anticorpos ou proteinas do complemento, que interagem com o fungo via
receptores Fc ou do sistema complemento, respectivamente.

Um grande numero de anticorpos monoclonais anti-GXM da classe
IgG e IgM foram obtidos em laboratérios. Os anticorpos IgG induzem a
fagocitose de C. neoformans através dos receptores FcyRI e FcyRIIl. Até o
momento, nenhum receptor Fc que interaja com esses anticorpos da classe
IgM foi identificado. No entanto, estudos sugerem que a interacéo entre IgM e
C. neoformans promova o rearranjo e exposig¢ao de sitios de ligacdo de CD18
na capsula (Taborda & Casadevall 2002, Zaragoza et al 2009). A fagocitose
mediada por proteinas do sistema complemento ocorre através do
reconhecimento de moléculas de C3 depositadas na capsula do fungo. Essas
moléculas, entdo, podem interagir com os receptores CR1, CR3 e CR4 de
células fagociticas (Levitz & Tabuni 1991, Voelz & May 2010, Zaragoza et al
2003).

A GXM presente na capsula do fungo é capaz de se ligar ao receptor
do tipo Toll 4 (TLR4) (Shoham et al 2001) e o receptor de manose de células
dendriticas se liga a manoproteinas expressas na superficie de sua capsula,
0 que acabam por promover a maturacao e ativagao dessas células (Pietrella
et al 2005). As células dendriticas, assim como os macréfagos, funcionam
como uma das primeiras linhas de defesa da imunidade inata através da
fagocitose. No entanto, as células dendriticas sao responsaveis pela
transicao entre a imunidade inata e adaptativa através da apresentacédo de

antigenos de C. neoformans e ativagao de linfocitos T especificos em um
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modelo de criptococose pulmonar (Wozniak et al 2006). Os neutréfilos
auxiliam no combate ao fungo produzindo compostos oxidativos e peptideos
antimicrobianos, como as defensinas. Entretanto, devido ao baixo nUmero de
neutréfilos no foco inflamatério, sugere-se que estas células participem mais
de mecanismos regulatorios do que microbicidas (Voelz & May 2010).

O papel de macréfagos em modelos de criptococose tem sido bastante
estudado nos ultimos anos, ja que C. neoformans é capaz de sobreviver e
proliferar no interior destas células (Feldmesser et al 2001). Esta proliferacao
intracelular ocorre de modo diferenciado quando observada em outros
patdgenos intracelulares, como Listeria monocytogenes e Shigella flexneri
(Voelz & May 2010). C. neoformans é capaz de se instalar e replicar no
fagolisossomo, o que corrobora com o fato deste fungo ser resistente ao
ambiente acido deste compartimento. Além disso, o aumento do pH no
interior do fagolisossomo pode promover a sua proliferagcdo (Levitz et al
1999). Apds intensa replicacdo, C. neoformans € capaz de sair das célula
causando lise da mesma, ou através de um processo denominado exocitose
nao-litica, evitando, desta forma, uma inflamag¢do local e permitindo a
infeccao de células vizinhas. Isso acaba por promover a sua sobrevivéncia e
evasdao da resposta imune do hospedeiro. Esse processo € observado
também em amebas infectadas com C. neoformans (Chrisman et al 2010, Ma
et al 2006, Nicola et al 2011). Devido ao fato de C. neoformans possuir a
capacidade de permanecer armazenado no interior dos macrofagos, alguns
estudos sao favoraveis a hipotese dessas células servirem como
reservatorios, o que facilitaria a disseminagao e posterior infeccado em outros

orgaos (Voelz & May 2010).

21



1.4 Imunidade antifungica

Nos ultimos anos, o papel da interagao inicial entre microrganismos
patogénicos e receptores da imunidade inata tem atraido grande interesse
dos pesquisadores. Os receptores conhecidos atualmente e que
desempenham funcdes importantes nesta interacdo sdo: os do tipo Toll
(TLR); receptores do tipo lectina C (CLR); receptores do tipo RIG (RLR) e os
receptores do tipo NOD (NLR), sendo estes dois ultimos receptores
citosolicos e com papel na imunidade contra patdégenos intracelulares
(Bauernfeind et al 2011, Hardison & Brown 2012). Uma grande gama de
TLRs (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR7 e TLR9) esta associado ao
reconhecimento e controle da infeccao causada por fungos patogénicos,
incluindo C. albicans, Paracoccidioides brasiliensis, A. fumigatus e C.
neoformans (Bourgeois et al 2011, Brown 2011, Calich et al 2008, Hardison &
Brown 2012).

A resposta imune protetora contra infecgdes fungicas € caracterizada
por um aumento nas citocinas pro-inflamatérias do padrao Th1, como IL-12 e
IFN-y, e por uma diminuicdo de citocinas anti-inflamatdrias do padrao Th2,
como IL-10 e IL-4 (Bellocchio et al 2004, Brown 2011, Netea et al 2004). A
participacdo de outras citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6),
quimiocinas (CXCL10) e seus receptores (CCR2 e CXCR2) também ja foram
descritos como essenciais para um balanco da imunidade antifungica
(Bonnett et al 2006, Carvalho et al 2010, Osterholzer et al 2008, Szymczak &

Deepe 2009).
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A familia dos CLRs é de fundamental importancia no reconhecimento
e promogao da resposta antifungica, sendo a dectina-1 o receptor mais
estudado dentro desta familia. Dectina-1 reconhece [(-glicanas presente na
parede celular de fungos, e a sua ativacao esta envolvida em diferentes vias
de sinalizagdes através de adaptadores distintos, como a quinase Syk,
PLCy2, CARD9 e Raf-1 (Reid et al 2009, Xu et al 2009). A deficiéncia ou
mutacdes neste receptor estdo associadas a susceptibilidade a infecgbes por
C. albicans e A. fumigatus, e piora na produgcao de citocinas e mediadores
inflamatorios protetores (Brown 2011). Outros CLRs, como receptor de
manose, dectina-2, mincle e CD209 (DC-SIGN) também estdo associados ao
reconhecimento e protecao contra diversas infecgdes fungicas, incluindo C.
neoformans (Brown 2011, Gringhuis et al 2007, Robinson et al 2009, Sato et

al 2006).

1.5 NLRs e inflamassomas

A familia dos receptores citosolicos NLRs tem sido bastante estudada
em modelos de infecgdes bacterianas e virais, mas pobremente em infec¢des
fungicas. Cerca de 34 genes de NLRs ja foram identificados até entéao, e
analises filogenéticas revelaram trés subfamilias desses receptores: NODs,
NLRPs e IPAF (Schroder & Tschopp 2010, Tian et al 2009). A estrutura
desses receptores é dividida em trés partes, que consistem de uma porgao
C-terminal rica em repeticoes de leucina; um dominio central NACHT
associado a um dominio adicional, conhecido como NAD; e um dominio
efetor N-terminal, que é responsavel pelo inicio da sinalizagdo (Bauernfeind

et al 2011).
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Recentemente, varios estudos tém demonstrado a importancia desses
receptores na imunidade contra patdgenos intracelulares. Frente a
determinados estimulos, alguns NLRs sao capazes de se oligomerizar e levar
a formacado de um complexo multiprotéico denominado inflamassoma. Este
complexo € responsavel pela clivagem e ativagao da enzima pro-caspase-1
em caspase-1, que exerce um papel fundamental no processamento e
maturagao das citocinas pré-inflamatérias IL-13 e IL-18 (Schroder & Tschopp
2010). Esse processo € finamente regulado e para que ocorra de forma
completa dois sinais sdo necessarios: (1) o primeiro € proveniente da
sinalizagcao por PRRs que induzem a ativagao do fator de transcrigdo NF-kB,
promovendo a transcricdo de pro-IL-1B e pro-IL-18; (2) o segundo sinal
consiste no processamento proteolitico desses precursores em suas formas
biologicamente ativas via caspase-1, a qual é ativada pelo inflamassoma. Até
entdo, varios NLRs capazes de formar o complexo do inflamassoma ja foram
descritos, dentre eles: NLRP1, NLRP3 (NALP3), NLRP6, NLRC4 (IPAF) e
AIM2 (Lamkanfi & Dixit 2012). Dentre todos os inflamassomas até hoje
descritos, o mais bem estudado e caracterizado € o NLRP3.

Cada um destes receptores parecem ser responsaveis por
responderem a estimulos distintos e especificos. Por exemplo, NLRP1
participa no reconhecimento citosélico da toxina letal de Bacillus anthracis e €
fundamental para o controle da infeccao (Boyden & Dietrich 2006). NLRP6
possui poucas fungdes conhecidas, mas esta relacionado com a manutencao
da microbiota intestinal e protegao contra o cancer de célon (Chen et al 2011,
Elinav et al 2011), além de ter sido relatado recentemente como um regulador

negativo da resposta imune em infecgdes bacterianas (Anand et al 2012). O
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inflamassoma AIM2 participa no reconhecimento de DNA citosélico
proveniente de virus e bactérias (Fernandes-Alnemri et al 2009, Warren et al
2010). Ja o inflamassoma NLRC4 é responsavel pelo reconhecimento de
flagelina e componentes do sistema de secre¢ao do tipo Il de bactérias (Miao
et al 2006, Miao et al 2010).

Diferentemente dos receptores citados anteriormente, o inflamassoma
NLRP3 é responsavel por reconhecer uma vasta gama de agentes
infecciosos, incluindo diversas bactérias (Franchi et al 2012, Lamkanfi & Dixit
2012); os fungos A. fumigatus, C. albicans e Saccharomyces cerevisiae
(Gross et al 2009, Hise et al 2009, Joly et al 2009, Said-Sadier et al 2010);
alguns virus, como o influenza A (Allen et al 2009); e o parasita Schistosoma
mansoni (Ritter et al 2010). Além disso, é postulado que essa grande gama
de patogenos ative NLRP3 de forma indireta, e que este receptor seja
responsavel por reconhecer danos celulares e teciduais, ja que NLRP3 é
ativado frente a estimulos endégenos como ATP (Mariathasan et al 2006),
cristais de acido urico (Martinon et al 2006) e fibrilas de p-amiléide (Halle et al

2008).

1.6 Inflamassomas nao-canénicos

Até pouco tempo pensava-se que os inflamassomas eram
responsaveis apenas por ativar caspase-1 para a maturacao de IL-1B3 e IL-18.
No entanto, estudos recentes demonstram que ocorre a ativagao de vias nao-
candnicas, que também levam ao processamento e maturagao de IL-18, e
que sao dependentes de caspase-11 e caspase-8, mas nédo de caspase-1

(Dupaul-Chicoine & Saleh 2012, Kayagaki et al 2011).
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O inflamassoma nao-candnico que € responsavel por ativar caspase-
11 é estimulado frente a infecgdes por bactérias Gram-negativas, mas nao
Gram-positivas, e sinalizagao via IFN do tipo |. Postula-se, também, que
caspase-11 auxilie na ativacdo de caspase-1 dependente de NLRP3
(Rathinam et al 2012b). Ja o inflamassoma de caspase-8 € ativado através
da interagao entre dectina-1, que leva a formagao do complexo Syk-CARD9-
Bcl-10-MALT1-caspase-8 e posterior maturagao de IL-1B. Foi demonstrado
que algumas linhagens de C. albicans, A. fumigatus e varias espécies de
Mycobacterium induzem secregao de IL-1B via caspase-8 (Gringhuis et al

2012).

1.7 Justificativa

Como mencionado anteriormente, estudos relatam que o
inflamassoma NLRP3 exerce um importante papel na imunidade inata contra
infeccbes fungicas causadas por C. albicans, S. cerevisiae e A. fumigatus.
Entretanto, o papel dos inflamassomas ainda sao negligenciados em
infeccbes fungicas. Até o presente momento, os trabalhos envolvendo a
regulacdo dos inflamassomas frente a infeccdo por C. neoformans sao
inexistentes. Pesquisas que déem atencéao a interagao entre C. neoformans e
os receptores NLRs podem levar a um melhor entendimento do papel da
imunidade inata na regulagao da resposta imune contra infecgbes fungicas,
além de possibilitar novas alternativas para o desenvolvimento de farmacos
terapéuticos. Desta forma, a proposta geral deste projeto consiste na

investigacdo do papel do inflamassoma em macréfagos infectados por C.
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neoformans, bem como o papel de sua capsula na regulacdo desse

processo.

1.8 Objetivos

Objetivo geral
Investigar o processo de ativagdo do inflamassoma em macréfagos

infectados in vitro por Cryptococcus neoformans

Objetivos especificos

1. Analisar a ativacao do inflamassoma por leveduras encapsuladas e
acapsuladas

2. Investigar o papel de proteinas, como NLRP3, ASC, Caspase-1 e
NLRC4 na secrecgao de IL-1p3

3. Definir os mecanismos moleculares que levam a ativacdo do
inflamassoma

4. Verificar o papel e contribuigdo do inflamassoma no controle da

infeccao
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Durante este trabalho, foram utilizados camundongos C57BL/6 entre
8-12 semanas de idade. Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia e utilizados de acordo com as regras
do Comité de Etica da Universidade de Brasilia. Fémurs de camundongos
Asc”, Casp1” e Nirc4” foram obtidos de animais provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP-FMRP). Fémurs de
camundongos Nirp3” foram uma gentil contribuicdo do Dr. Jiirgen Brojatsch

(Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY).

2.2 Cultura celular

Diferentes tipos celulares foram utilizados no decorrer deste estudo,
dentre elas; macréfagos derivados de medula éssea (BMM), macréfagos
peritoneais e uma linhagem de mondcitos humano (THP-1). Todas as células
foram mantidas em estufa de CO, 5% e umidificada a 37 °C.

Macrofagos derivados de medula 6ssea foram diferenciados através
de um protocolo previamente estabelecido (Marim et al 2010). Os
camundongos foram sacrificados através de asfixia com CO,, seguido pela
retirada do fémur e tibia das duas patas. As extremidades do fémur e tibia
foram cortadas, e foi realizado um lavado do interior destes utilizando-se uma
seringa de 1 mL contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) n&o
suplementado, a fim de se obter as células progenitoras. Posteriormente, as
células foram contadas, centrifugadas a 300g e 4 °C durante 5 minutos e,
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ressuspendidas em meio de diferenciacdo de macréfagos (20% SBF; 30%
LCCM; 50% RPMI-1640). As células foram plaqueadas em uma
concentracdo de 4 x 10° em placas de Petri em 10 mL de meio de
diferenciagcdo. Apds 4 dias, mais 10 mL de meio de diferenciacdo foi
adicionado a cultura. No sétimo dia, o sobrenadante foi descartado e as
células aderidas foram incubadas em PBS 1X estéril gelado a 4 °C durante
10 minutos. As células foram desaderidas gentiimente, contadas e
plagueadas na concentracdo desejada em meio de experimentacao (10%
SBF; 5% LCCM; 85% RPMI-1640). Os macréfagos diferenciados
permaneceram em repouso por 24 horas antes da sua utilizagdo em qualquer
experimento. Apds esse periodo, o meio de experimentacao foi substituido
por um novo antes do inicio dos experimentos.

Para obtencdo de macréfagos peritoneais, camundongos foram
tratados com 1,5 mL de tioglicolato 3% (Biobras). Apos 4 dias, os animais
foram sacrificados e foi realizado o lavado peritoneal, utilizando-se uma
seringa contendo 10 mL de RPMI nao suplementado. As células foram
centrifugadas a 300g e 4 °C durante 5 minutos, ressuspendidas em RPMI
gelado, contadas e plaqueadas na concentragao desejada. Apds 1 hora, as
células ndo aderidas foram lavadas, e foi acrescentado RPMI a 37 °C
suplementado com 10% de SBF. Os macrofagos foram utilizados para
experimento apos 24 horas de repouso.

A linhagem de mondcito humano (THP-1) foi obtida através do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ) e mantida através de passagens

em meio RPMI suplementado com 10% de SBF e 50 pug/ml de gentamicina.
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2.3 Fungos

No decorrer deste trabalho foi utilizado o fungo patogénico C.
neoformans como modelo de infecgdo. A linhagem B3501 (sorotipo D) e um
mutante deficiente de capsula (CAP67; construido no background de B3501)
foram obtidos do laboratério do Dr. Arturo Casadevall (Albert Einstein College
of Medicine, Bronx, NY). As leveduras foram armazenadas em estoques
congelados a -80 °C em solugéo de glicerol 30%. Previamente a cada
experimento, leveduras derivadas de estoques congelados foram inoculadas
em meio de cultura Sabouraud Dextrose durante 48 horas e sob agitacao
constante a 150-200 rpm e 30 °C. Posteriormente, as leveduras foram
lavadas com PBS estéril, ressuspendidas em RPMI e ajustadas para a
concentragdo desejada. O in6culo foi opsonizado com soro murino (10%),
humano (10%) ou anticorpo monoclonal anti-GXM 18B7 (10 pg/mL;
contribuicdo de Arturo Casadevall) (Casadevall et al 1998) durante 1 hora a
37 °C. Em experimentos nos quais as células foram infectadas com leveduras
mortas, B3501 e CAP67 foram aquecidos a 90 °C durante 40 minutos e em

seguida opsonizadas como mencionado anteriormente.

2.4 Infecgao in vitro

Para a realizagcao dos experimentos in vitro, macréfagos derivados de
medula o¢ssea, macrofagos peritoneais ou mondcitos THP-1  foram
plaqueados em placas de cultura de 24 pogos em uma concentracdo de 1 x
10° em 500 pL. Antes da infecgdo, as células foram tratadas com LPS (1

pg/mL; Sigma-Aldrich) durante 4 horas.
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A fim de caracterizar alguns mecanismos envolvidos na resposta
inflamatdria, as células foram tratadas com diferentes inibidores apds o
tratamento com LPS por 60 minutos. As drogas utilizadas foram CA074-Me
(25 pM; Sigma-Aldrich), um inibidor de catepsina B e picetanol (50 uM,;
Sigma-Aldrich), um inibidor da proteina adaptadora Syk quinase.

Apds o tratamento com os inibidores citados, as células foram
infectadas com diferentes multiplicidades de infecgao (MOI) com as linhagens
B3501 ou CAP67 opsonizados por um periodo de 3, 6, 12 ou 24 horas. Como
controle positivo para a secrecdo de IL-1B3, as células foram tratadas com
ATP (5 mM; 60 minutos; Invivogen) ou nigericina (20 uM; 40 minutos;
Invivogen) logo antes da coleta do sobrenadante. O sobrenadante de cultura

coletado foi utilizado para dosagem de citocinas.

2.5 Ensaio de fagocitose e morte

Para o estudo do papel de componentes do inflamassoma na
fagocitose e morte intracelular de C. neoformans pelo macréfago, macrofagos
derivados de medula 6ssea selvagem (WT) ou deficientes para as proteinas
ASC, caspase-1 ou NLRC4 foram plagqueados em placas de 96 pogos em
uma concentracdo de 5 x 10* células por poco. As células foram tratadas com
LPS (1 pug/mL) durante 4 horas e, em seguida, infectadas com a linhagem
B3501 opsonizada com anticorpo 18B7 (10 upg/mL). Apdés 3 horas de
infeccao, as células foram lavadas 5 vezes com 200 pyL de PBS estéril para
remover o maximo de leveduras nao fagocitadas. O meio de cultura foi
substituido e a ele foi adicionado fluconazol, um agente fungistatico, (20

Mg/mL; Sigma-Aldrich) para impedir a acdo de leveduras extracelulares (Qin
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et al 2011). As células, entdo, permaneceram em cultura por mais 21 horas.
Apos esse tempo, as células foram lisadas em 100 uL de uma solugao
aquosa contendo 0,05% SDS. As leveduras que haviam sido internalizadas e
foram liberadas apods a lise celular foram diluidas (1:100) em PBS estéril.
Desta diluicao, 100 pyL foram plaqueados em placas de Petri contendo meio
Sabouraud Dextrose Agar e incubadas em uma estufa a 30 °C. Apds 48
horas foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénia (CFU). O
ponto de 3 horas também foi plaqueado como um controle da quantidade de
leveduras que haviam sido internalizadas para posterior comparagao do

indice de morte entre os grupos.

2.6 Deteccao de caspase-1 ativa

No presente estudo, a detecgao de caspase-1 ativa foi obtida através
da utilizagao de um kit especifico € manipulado de acordo com as instrugdes
do fabricante: FLICA FAM-YVAD-FMK (Immunochemistry). Este kit &
composto por uma sonda fluorescente que se liga de forma irreversivel a uma
subunidade especifica de caspase-1 clivada. Macrofagos infectados por 24
horas com as linhagens B3501 ou CAP67 opsonizados foram submetidos a
marcacao com FLICA, e posteriormente analisados por citometria de fluxo
(BD LSR II, BD Biosciences). Foram obtidos 10.000 eventos de cada grupo,
utilizando-se o canal de fluorescéncia do FITC. O gate foi plotado na

populacao celular homogénea, excluindo-se os debris da analise.
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2.7 Western blot

O método Western blot foi utilizado para identificacdo de caspase-1
clivada e secretada por células infectadas com C. neoformans. Apds a
estimulacdo, o sobrenadante da cultura foi coletado, diluido em tampéao de
amostra Laemmli e armazenado a -80 °C. As células foram lisadas com 50 uL
de uma solugcdo composta por tampao de lise RIPA (Sigma-Aldrich) e um
coquetel de inibidor de protease (1X). Posteriormente, as amostras foram
coletadas e centrifugadas a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante das amostras foi coletado, diluido em tampao de amostra
Laemmli e armazenado a -80 °C. As amostras do lisado celular e
sobrenadante foram separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; 4-
15%). O gel foi transferido para membranas PVDF (Invitrogen) e logo em
seguida as membranas foram coradas com Ponceau para verificagdo da
integridade das bandas. Apds isso, as membranas foram bloqueadas durante
1 hora a temperatura ambiente em uma solugdo composta por: tampao TBS,
5% de leite em p6 desnatado (Molico) e 0,1% Tween20 (Sigma-Aldrich). As
membranas, entdo, foram incubadas com anticorpo primario monoclonal
contra a subunidade p20 de caspase-1 murina (Santa Cruz Biotechnology;
1:500) overnight a 4 °C. No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3
vezes durante 5 minutos com solugdo TBS + 0,1% Tween20 sob agitagcao.
Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
(1:3000) durante 1 hora a temperatura ambiente e protegido da luz. Apds a
marcagao com o anticorpo secundario as membranas foram lavadas 5 vezes
sob agitagao. Finalmente, as membranas foram tratadas com 500 yL de cada

um dos reagentes provenientes do kit SuperSignal West Pico
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Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) durante 1 minuto. As
membranas foram expostas a filmes de raio-X durante intervalos que
variavam de 5 a 30 minutos, e em seguida reveladas com solugdes

reveladoras e fixadoras (Kodak).

2.8 Dosagem de citocinas

As citocinas proveniente do sobrenadante da cultura foram analisadas
pelo método ELISA, utilizando-se kits comerciais (eBioscience). O ensaio foi
realizado seguindo-se as instrugdes do fabricante e os niveis de citocinas

foram demonstrados em valores absolutos (pg/mL).

2.9 Analise estatistica

Os resultados apresentados nesse trabalho tratam-se de um
experimento representativo de pelo menos trés ensaios independentes. As
analises estatistica foram realizadas utilizando o teste t Student de dados néo
paramétricos. O software GraphPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software)
foi utilizado para as analises. Dados considerados significativos foram

demonstrados com *, quando P < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 C. neoformans induz a secregao de IL-18 em células primadas com

LPS

Para verificar se a infeccao induzida pelo C. neoformans era capaz de gerar
um sinal suficiente para induzir a secre¢cao de IL-1B in vitro, macréfagos
peritoneais primados ou ndo com LPS ou ATP foram infectados com a
linhagem B3501, e o sobrenadante coletado apds 24 horas para analise de
IL-18 secretada. Foi observado que as células primadas com LPS e
infectadas foram capazes de secretar IL-1B, enquanto as células apenas
infectadas ou infectadas e tratadas com ATP néao (Figura 1A), e 0 mesmo foi
observado na infeccdo com CAP67, um mutante acapsular de C. neoformans
(dados nao mostrados). Células apenas primadas com LPS ou tratadas
apenas com ATP também nao secretaram niveis significativos de IL-13 (Fig
1B). Foi realizada também uma cinética da secrecao de IL-1[3, sendo o pico
de sua producgao ocorrendo 24 horas ap6s a infecgao (Fig 1C). Esses dados
sugerem que para a eficiente secrecdo de IL-1B por macréfagos sao
necessarios dois sinais de ativacdo e que C. neoformans estimula um

segundo sinal a célula.
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Figura 1. C. neoformans induz a secregao de IL-13 em células primadas. (A)
Niveis de IL-1B no sobrenadante da cultura de macréfagos peritoneais apés
24 horas de infecgao in vitro com B3501 (MOI 3) na presenga ou auséncia de
LPS (1 pg/mL) ou ATP (5 mM). (B) Niveis de IL-1B secretados por
macrofagos peritoneais na presengca de LPS, ATP ou LPS + ATP. (C)
Cinética da secrecao de IL-1p por mondécitos THP-1 infectados ou ndo com
B3501 (MOI 5). Nas figuras A e B os fungos foram opsonizados previamente
a infecgdo com soro murino (10%) durante 30 minutos, enquanto na figura C

os fungos foram opsonizados da mesma forma com soro humano.
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3.2 A viabilidade de C. neoformans é necessaria para a indugao da

secregao de IL-1B

Estudos anteriores relatam a viabilidade de células fungicas como um fator
crucial para a ativacao do inflamassoma e secrecao de IL-13. Com o objetivo
de entender se a viabilidade de C. neoformans desempenhava alguma
participacdo nesse processo, macréfagos derivado de medula dssea foram
infectados com C. neoformans viavel ou inativado pelo calor, e a secrecao de
IL-18 foi verificada apds 24 horas de infeccdo. Como visto em estudos
anteriores, células infectadas com leveduras nao viaveis nao foram capazes
de induzir a secrecdo de IL-18 (Figura 2), e o mesmo fendbmeno foi
observado na infeccdo com a linhagem acapsular CAP67 (dados néo
mostrados). Esses resultados sugerem que a viabilidade de C. neoformans é
um fator crucial durante a infeccdo para que a célula do hospedeiro induza a

ativagao do inflamassoma.
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Figura 2. A viabilidade de C. neoformans é necessaria para a indugao da
secrecao de IL-1B. Niveis de IL-1B no sobrenadante da cultura de
macrofagos derivados de medula 6ssea apos 24 horas de infeccdo com
leveduras de B3501 (MOI 2) viaveis ou inativadas pelo calor. As células
foram tratadas com LPS (1 pg/mL) durante 4 horas antes da infec¢do. Os
fungos foram opsonizados com soro murino (10%) durante 30 minutos antes

da infecgao.

3.3 C. neoformans encapsulado e acapsular induzem secregao

diferencial de IL-1B

A capsula de C. neoformans é um dos fatores de viruléncia mais importantes
e bem estudados durante o processo de infecgdo. Com o objetivo de verificar
se a capsula desempenhava algum papel na indugdo da secregao de IL-1f,
diferentes tipos celulares (mondcitos humanos THP-1, macréfagos
peritoneais e macrofagos derivados de medula éssea) foram infectados com

as linhagens B3501 (encapsulado) ou CAP67 (mutante acapsular). Os niveis
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de IL-18 do sobrenadante foram detectados por ELISA apdés 24 horas de
infeccdo. O isolado acapsular estimulou uma maior secreg¢do de IL-13 por
todos os tipos celulares (Figura 3). Estes dados sugerem que o isolado
encapulado do C. neoformans desenvolve um papel modulador da ativacao
do inflamassoma durante a infecgéo, levando a uma diminuicdo da producéao

de IL-1B pelo hospedeiro.
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Figura 3. C. neoformans encapsulado e acapsular induzem secrecao
diferencial de IL-1B. Niveis de IL-1B no sobrenadante da cultura de mondcitos
humanos THP-1 (THP-1) (A), macréfagos peritoneais (PM) (B) ou
macrofagos derivados de medula 6ssea (BMM) (C) apds 24 horas de
infeccdo com C. neoformans encapsulado (B3501; MOI 2) ou acapsular
(CAP67; MOI 2). As células foram tratadas com LPS (1 pg/mL) durante 4
horas antes da infecgdo. Os fungos utilizados para infeccao de PM e BMM
foram opsonizados com soro murino (10%) durante 30 minutos, enquanto
aqueles utilizados em THP-1 foram opsonizados da mesma forma com soro

humano (10%). * P < 0.05.
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3.4 A ativacao de caspase-1 ocorre apenas na auséncia da capsula

Como demonstrado anteriormente, a linhagem encapsulada de C.
neoformans induz uma menor secregao de IL-1B comparado ao mutante
acapsular. A atividade da enzima caspase-1 possui um importante papel no
processamento e maturagcado de IL-1B. Pro-caspase-1 € uma proteina de 45
kDa e possui localizagdo citoplasmatica. Quando ativada, esta enzima é
clivada em subunidades de 10 ou 20 kDa, sendo grande parte dessas
subunidades secretadas pela célula. Por este motivo, foi verificada a ativacao
de caspase-1 em BMM infectados com as linhagens encapsuladas ou
acapsular de C. neoformans. Surpreendentemente, foi visto que as células
infectadas com B3501 falharam em ativar caspase-1, enquanto aquelas
infectadas com CAP67 exibiram uma forte ativagdo da mesma (Figura 4).
Estes resultados podem explicar o porqué da maior indugao de secrecao de
IL-18 em células infectadas com CAP67 em comparacdo com aquelas
infectadas com B3501. Pode-se sugerir, desta forma, que o isolado

encapsulado de C. neoformans consegue diminuir a ativagao de caspase-1.
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Figura 4. A ativacdo de caspase-1 ocorre apenas na auséncia da capsula.

Macrofagos derivado de medula 6ssea infectados com (A) C. neoformans

encapsulado (B3501; MOI 2; azul) ou acapsular (CAP67; MOI 2; verde)

durante 24 horas foram tratados com a sonda FAM-YVAD-FMK para a
analise de caspase-1 ativa por citometria de fluxo (histograma). (B) Os
valores da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) também foram
plotados em um grafico. (C) Foi realizado um western blotting de extratos
celulares (Lys) e sobrenadante da cultura (Sup) de macrofagos infectados
com C. neoformans encapsulado (B3501; MOI 2) ou acapsular (CAP67; MOI
2) durante 24 horas para deteccado da subunidade ativa de caspase-1 (p20).
A proteina precursora pro-caspase-1 (p45) foi utilizada como controle interno.

*

Os fungos foram opsonizados com soro murino (10%) durante 30 minutos.

P <0.05.
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3.5 C. neoformans ativa o inflamassoma NLRP3

Para identificar qual o receptor e componentes do inflamassoma envolvidos
no reconhecimento e na secrecao de IL-1B na infecgdo por C. neoformans,
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos knockout para as
proteinas NLRP3, ASC, Caspase-1 e NLRC4 foram infectados com B3501 ou
CAPG67 para posterior verificagcdo dos niveis de IL-138 do sobrenadante da
cultura. Foi observado que células deficientes para as proteinas NLRP3, ASC
e caspase-1 nao foram capazes de secretar IL-13 frente a infeccao por C.
neoformans, enquanto células deficientes para a molécula NLRC4
secretaram IL-13 de maneira semelhante as células de camundongos
selvagem (WT) (Figura 5A). As células deficientes para todas essas proteinas
foram tratadas com LPS e nigericina - uma toxina bacteriana envolvida na
ativacdo de NLRP3 - como controle (Figura 5B). Estes dados revelam que a
infeccdo induzida por C. neoformans leva a ativagao do inflamassoma
NLRP3, que recruta a proteina adaptadora ASC e posteriormente caspase-1,

levando ao processamento e maturagao de IL-1(.
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Figura 5. C. neoformans ativa o inflamassoma NLRP3. (A) Niveis de IL-1 no
sobrenadante da cultura de BMM selvagem (WT) ou knockouts para as
proteinas NLRP3, ASC, caspase-1 ou NLRC4 infectados com C. neoformans
encapsulado (B3501; MOI 2) ou acapsular (CAP67; MOI 2) durante 24 horas.
(B) Niveis de IL-1B no sobrenadante da cultura de BMM selvagem (WT) ou
deficientes para as proteinas NLRP3, ASC, caspase-1 ou NLRC4 tratados
com LPS (1 ug/mL; 4 horas) e nigericina (20 uM; 40 minutos). Os fungos

foram opsonizados com soro murino (10%) durante 30 minutos. * P < 0.05.
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3.6 Mecanismos que levam a ativagdo de NLRP3 na infecgao por C.

neoformans

Varios mecanismos estdo associados a ativacao indireta do inflamassoma
NLRP3, sendo que os mais conhecidos e bem estudados sdo as espécies
reativas de oxigénio (ROS), efluxo de potassio e dano lisossomal, que libera
enzimas, como a catepsina B. Para verificar se algum destes mecanismos
estavam envolvidos na ativagdo de NLRP3 durante a infecgao por C.
neoformans, macréfagos derivados de medula 6ssea foram tratados com um
inibidor seletivo para catepsina B antes de serem infectados com leveduras
de C. neoformans. Foi observado que o tratamento com esse inibidor levou a
uma diminui¢cao dos niveis secretados de IL-1f (Figura 6A), mas nao de TNF-
a (Figura 6B). Foi também investigado o papel da quinase Syk, que possui
uma importante participagdo na sinalizagao intracelular que leva a produgao
de diversas citocinas frente a infecgdes fungicas. Para isso, estas mesmas
células foram tratadas com um inibidor para Syk antes da infecgdo. Assim
como observado nos resultados anteriores, a inibicdo de Syk também levou
a uma diminui¢cao nos niveis secretados de IL-13 (Fig. 6A), mas nao de TNF-
a (Fig. 6B). Estes dados sugerem que os mecanismos moleculares que
levam a ativagdo de NLRP3 durante a infecgao por C. neoformans dependem
de catepsina B liberada durante o dano lisossomal e da proteina quinase Syk,
€ que esses mecanismos possivelmente possuem participacdo exclusiva

para secrecgao de IL-1B e ndo TNF-a.
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Figura 6. A ativagcdo do inflamassoma depende do dano lisossomal e
sinalizagao via Syk quinase. (A) Niveis de IL-18 no sobrenadante da cultura
de BMM infectados ou nao (Uns) e tratados com inibidores para catepsina B
(CAQ74-Me; 25 yM) ou Syk (picetanol; 50 uM). (B) Niveis de TNF-a no
sobrenadante da cultura de BMM tratados com os mesmos inibidores e
concentracdes utilizados em (A). Todos os tratamentos foram realizados
durante 1 hora antes da infecgdo com B3501 ou CAP67 (MOI 2). Os fungos

foram opsonizados com soro murino (10%) durante 30 minutos. * P < 0.05.
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3.7 O papel do inflamassoma na fagocitose de leveduras de C.

neoformans

Baseado nos resultados anteriores que confirmam a ativacdo do
inflamassoma na infeccdo induzida por C. neoformans, foi investigado o
papel dos componentes do inflamassoma na fagocitose e no controle da
infeccao in vitro. Para isso, macréfagos derivados de medula dssea selvagem
ou knockout para as proteinas ASC, caspase-1 ou NLRC4 foram infectados
com leveduras encapsuladas de C. neoformans. Apos 3 horas de infecgéo,
os macrofagos foram lisados e foi realizada uma quantificagdo das unidades
formadoras de colbnias (CFU) para verificar se os componentes do
inflamassoma desempenhavam algum papel na internalizacdo de leveduras.
Foi observado que tanto macréfagos WT quanto aqueles knockout para as
diferentes proteinas do inflamassoma internalizaram as leveduras de C.
neoformans de forma equivalente (Figura 7). Os resultados sugerem que o
inflamassoma nao possui um papel fundamental para a internalizacao

eficiente de leveduras.
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Figura 7. A fagocitose de leveduras ocorre normalmente na auséncia do
inflamassoma. BMM selvagens ou deficientes para as proteinas ASC,
caspase-1 ou NLRC4 foram infectados com a linhagem B3501 (MOI 2)
previamente opsonizadas com anticorpo 18B7 (10 pg/mL). Apds 3 horas de
infeccdo, as células foram lavadas, lisadas com solugdo aquosa contendo
0.05% SDS e diluicdes desse lisado foram plaqueadas em meio Sabouraud
Agar por 2 dias a 30 °C. Os graficos representam a contagem das unidades

formadoras de colénia (CFU/mL).

3.8 O papel do inflamassoma no controle da infec¢do induzida por C.

neoformans

O papel do inflamassoma no controle da infeccdo também foi avaliado de
forma semelhante ao indice de fagocitose. Os macréfagos WT ou deficientes
para ASC, caspase-1 ou NLRC4 com leveduras encapsuladas internalizadas

apds 3 horas permaneceram em cultura por mais 21 horas, analisando-se,
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posteriormente, a quantificacdo das unidades formadoras de colbnias. Os
resultados mostram que tanto macréfagos WT quanto aqueles deficientes
para ASC, caspase-1 ou NLRC4 controlaram a infecgcao de forma semelhante
no tempo de 24 horas quando comparado ao tempo de 3 horas (Figura 8A).
As células também foram incubadas com leveduras de C. neoformans sem
nenhuma interferéncia durante 24 horas. Os resultados se mostraram
similares quando as unidades formadoras de colénias foram analisadas
(Figura 8B). Estes dados sugerem que apesar do inflamassoma ser ativado
durante a infeccado por C. neoformans, ele nao esta diretamente relacionado

com o controle da infecgao de leveduras internalizadas.
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Figura 8. Componentes do inflamassoma como ASC, caspase-1 e NLRC4
nao participam do controle da infeccdo. BMM selvagens ou deficientes para
as proteinas ASC, caspase-1 ou NLRC4 foram infectados com a linhagem
B3501 (MOI 2) previamente opsonizada com anticorpo 18B7 (10 pg/mL). (A)
Apos 3 horas de infecgdo, as células foram lavadas, lisadas com solugao
aquosa contendo 0.05% SDS e plaqueadas em Sabouraud Agar a 30 °C por
2 dias. Um segundo grupo de células foi lavado e o meio substituido por um

suplementado com o agente fungistatico fluconazol (20 ug/mL). Apds 21
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horas, essas células foram lavadas, lisadas e o conteudo plaqueado da
mesma maneira que o grupo com 3 horas de infecgéo. (B) Celulas infectadas
sem qualquer interferéncia no processo durante 24 horas. Apds esse tempo
as células foram lavadas, lisadas e o conteudo plaqueado da mesma maneira
feita em (A). Os graficos representam a contagem das unidades formadoras

de colbnia (CFU/mL).

3.9 O papel da sinalizagao da citocina IL-1B na restricao de leveduras

internalizadas

Com a finalidade de entender importancia da secreg¢ao de IL-1B resultante
da ativagdo do inflamassoma por C. neoformans, o papel funcional da
sinalizacao de IL-1B na restricao de leveduras internalizadas foi investigado.
Para isso, macrofagos com leveduras encapsuladas de C. neoformans
internalizadas foram tratados com diferentes concentracbes de IL-1B
recombinante durante 24 horas. Passado o tempo, foi realizada a
quantificacdo das unidades formadoras de coldnia. Foi visto que as unidades
formadoras de colénias foram semelhantes tanto nas células tratadas quanto
nao tratadas com IL-13 em diferentes concentracdes (Figura 9), desta forma,
os resultados sugerem que a sinalizacdo de IL-18 ndo possui papel

fundamental na restricao de leveduras com localizagao intracelular.
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Figura 9. A sinalizagcao por IL-18 nao contribui para o controle da infecgao.
BMM selvagens foram infectados com a linhagem B3501 (MOI 2)
previamente opsonizada com anticorpo 18B7 (10 ug/mL). Apés 3 horas, as
células foram lavadas e o meio substituido por um novo suplementado com
IL-18 recombinante em diferentes concentracdes. Apds 21 horas, as células
foram lavadas, lisadas com solugédo aquosa contendo 0.05% SDS e diluigbes
do lisado foram plaqueadas em Sabouraud Agar a 30 °C por 2 dias. Os
graficos representam a contagem das unidades formadoras de colbénia

(CFU/mL).

3.10 O papel de IL-1B na restrigao de leveduras extracelulares

Como a sinalizagao de IL-1B nao era responsavel por auxiliar na restricao de
leveduras internalizadas, foi hipotetizado que, talvez, IL-13 pudesse ter um
papel no auxilio do controle de leveduras que ainda nao haviam sido

internalizadas. Para verificar esta hipétese, as células foram tratadas ou nao
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com diferentes concentragdes de IL-13 recombinante simultaneamente a
infeccao por um periodo de 24 horas, e as unidades formadoras de col6nias
analisadas posteriormente. Surpreendentemente, as células tratadas com IL-
18 recombinante resultaram em uma menor carga fungica do que o grupo de
BMM nao tratados (Figura 10). Estes dados sugerem que IL-13 estaria
agindo de alguma forma durante a infecgao para auxiliar no controle de

leveduras nao internalizadas por um mecanismo ainda desconhecido.

CFU/ml (x 10%)

0.1

IL-1p (ng/ml)

Figura 10. IL-1 limita a taxa de infeccao em BMM. BMM selvagens foram
infectados com a linhagem B3501 (MOI 2) previamente opsonizada com
anticorpo 18B7 (10 upg/mL) e ao mesmo tempo tratados com IL-1(3
recombinante em diferentes concentragcbes. Apds 24 horas, as células foram
lavadas, lisadas com solugdo aquosa contendo 0.05% SDS e diluicdes do
lisado foram plaqueadas em Sabouraud Agar a 30 °C por 2 dias. Os graficos
representam a contagem das unidades formadoras de colénia (CFU/mL). * P

< 0.05.
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4. DISCUSSAO

A resposta imune inata a infecgdes fungicas vem sendo amplamente
estudada. No entanto, varios aspectos referentes a este assunto necessitam
de estudos complementares, principalmente aqueles que abordam a funcao
dos inflamassomas em doencas fungicas. Esse campo de estudo é bastante
recente e o0s primeiros trabalhos demonstrando um papel para os
inflamassomas em infecgdes fungicas foram publicados em 2009 (Gross et al
2009, Hise et al 2009). Mesmo assim, os estudos acerca desse tema em
comparagao com outros microrganismos, como bactérias e virus, parecem
ser negligenciados. Tendo em vista este cenario, a proposta deste trabalho
foi investigar os mecanismos de ativacdo do inflamassoma induzido pela
infeccao por Cryptococcus neoformans, e avaliar se a presenca da capsula
deste fungo desempenha algum papel diferencial na ativacdo desse
complexo.

Primeiramente, foi verificado se C. neoformans era capaz de induzir a
secrecao de IL-18 em um modelo de infeccdo in vitro em macréfagos
derivados de medula 6ssea (BMM). Como demonstrado em estudos
anteriores, GXM é um polissacarideo que compde cerca de 90% da capsula
de C. neoformans e é reconhecido por TLR4 (Shoham et al 2001), o que em
teoria levaria a transcricao da citocina pro-inflamatéria pro-IL-1B. Portanto, foi
hipotetizado que apenas a infecgao por C. neoformans seria capaz de induzir
a maturacao e secrecao de IL-1B em BMM. No entanto, foi observado que
apenas em BMM primados com LPS, um agonista de TLR4, e infectados

ocorria a secregao de IL-1B. Logo, sugere-se que apenas a infeccao por C.

53



neoformans néao é suficiente para induzir os dois sinais necessarios para a
maturagcdo de IL-1B via a ativacdo do inflamassoma. Esse fenébmeno é
semelhante ao observado em alguns modelos de infeccdo por C. albicans,
onde a sensibilizagdo com LPS também é necessaria para eficiente secrecao
de IL-1B por BMM (Gross et al 2009).

A capsula de C. neoformans reveste a parede celular desse fungo, a
qual possui diversas moléculas que interagem com receptores de
reconhecimento de padrao (PRRs) em células fagociticas, como macréfagos
e células dendriticas (Zaragoza et al 2009). Tendo em vista esse ponto, foi
feita uma infecgdo em BMM com C. neoformans inativado pelo calor. Mesmo
assim, apenas as leveduras viaveis foram capazes de induzir a secrecao de
IL-18 em BMM. Este resultado é semelhante aos obtidos em infecgcbes in
vitro de macrofagos pelos fungos C. albicans e A. fumigatus (Gross et al
2009, Said-Sadier et al 2010). Sabe-se que alguns inflamassomas séao
ativados frente a perturbagdes citosdlicas (Jin & Flavell 2010). Uma possivel
explicacdo para a necessidade da viabilidade fungica para a ativagdo do
inflamassoma poderia, talvez, ser alguma relagcdo com essas perturbacoes
detectadas pelas células Um importante receptor que participa no
reconhecimento de B-glicana presente nessa parede celular € a dectina-1.
Sabe-se que dectina-1 é capaz de cooperar com outros PRRs para um
reconhecimento eficiente e indugdo da produgdo de citocinas frente a
infeccdo por alguns patégenos. No entanto, esse papel desempenhado por
dectina-1 ndo é abrangente para todas as células (Reid et al 2009). Foi
observado que apenas a sinalizagao por dectina-1 é capaz de promover a

producao de citocinas em células dendriticas, mas ndao em macrofagos, que
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depende da cooperagao entre dectina-1 e outros receptores (Goodridge et al
2009). Sabe-se, também, que macrofagos derivados de medula expressam
menos dectina-1 do que células dendriticas derivadas de medula (Lin et al
2010), o que poderia explicar a necessidade de um sinal primario para a
eficiente producao de IL-18 no modelo de infecgao utilizado nesse trabalho.

Referente a importancia da capsula de C. neoformans como um fator
de viruléncia e estabelecimento da infeccdo, foi investigado o papel deste
componente do fungo quanto a capacidade de ativacado do inflamassoma em
distintos tipos celulares. Através da comparacido da infecgado induzida pelo
fungo selvagem (B3501) ou um mutante isogénico acapsular (CAP67), foi
observado que o fungo encapsulado induz uma menor secregao de IL-13 do
que seu mutante acapsular. Esse fenbmeno foi observado em macréfagos
peritoneais (PM), BMM e em mondcitos humanos (THP-1). E possivel que a
auséncia de capsula possibilite a interagcdo dos componentes de parede
celular com diversos PRRs das células, potencializando a sinalizagéo e
aumentando os niveis de mediadores inflamatérios secretados.

A ativagao do inflamassoma, que culmina na ativagao de caspase-1 e
posterior processamento de IL-1B € uma etapa chave nesse processo
(Schroder & Tschopp 2010). Tendo em vista o mecanismo mediado por
caspase-1, foi investigado se havia alguma alteracdo nesse processo durante
a infec¢ao induzida por B3501 ou CAP67. Surpreendentemente, em BMM
infectados com B3501 nao foi observada a ativacao de caspase-1 intracelular
e nem mesmo a secregao da subunidade p20. No entanto, altos niveis de
caspase-1 intracelular e secretada foram detectados em BMM infectados com

CAP67, sugerindo que o fungo encapsulado interfere ou possui um papel
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modulador em um processo chave que leva a maturagao e secregao de IL-
18, evitando o seu reconhecimento pelo hospedeiro. A descoberta de outras
proteases que também participam no processamento de IL-1B que nao
caspase-1, como caspase-8 e caspase-11 pode ser uma explicagéo para os
niveis detectaveis de IL-1B em culturas de infecgcdo com o fungo encapsulado
(Dupaul-Chicoine & Saleh 2012, Kayagaki et al 2011), no entanto, essas
outras vias de ativacdo nao foram investigadas durante este trabalho.

Até o presente momento, diversos receptores da familia dos NLRs
com atividades caracteristicas de inflamassomas foram descritos (Lamkanfi &
Dixit 2012). Baseado nisso, foi investigado qual o possivel receptor envolvido
na maturacdo e secrecado de IL-1B induzida por C. neoformans em BMM.
Através da utilizacdo de camundongos knockouts para as proteinas NLRP3,
ASC, caspase-1 e NLRC4, foi identificado que o eixo NLRP3-ASC-caspase-1,
mas ndo NLRC4, era o responsavel por induzir a secre¢gao de IL-1B no
modelo experimental desse estudo. Este resultado n&o foi surpreendente e
corrobora com os dados da literatura até entdo. Ao que parece, o
inflamassoma NLRP3 & um receptor universal responsavel por ser ativado
frente a infecgdes fungicas (Gross et al 2009, Hise et al 2009, Joly et al 2009,
Said-Sadier et al 2010). No entanto, um papel protetor foi descrito para o
receptor NLRC4 em um modelo de candidiase oral (Tomalka et al 2011).

Os fatores que levam a ativacdo do inflamassoma NLRP3 séao
controversos e ainda necessitam de estudos até serem elucidados. No
entanto, ha trés principais teorias acerca do que possa levar a uma ativagao
indireta de NLRP3, (1) o efluxo de potassio, (2) geragcao de espécies reativas

de oxigénio (ROS) e (3) liberacdo de catepsina B proveniente do dano
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lisossomal (Jin & Flavell 2010, Rathinam et al 2012a). Portanto, apds
identificar NLRP3 como o inflamassoma responsavel por reconhecer C.
neoformans, foi investigado o papel de catepsina B na produgao de IL-1
induzida por este fungo em BMM. Através da inibicdo dessa via, foi
observado que ha uma participagado fundamental de catepsina B, pois sua
inibicdo diminuiu drasticamente a producgao de IL-1B. O papel desse processo
se mostrou especifico para a producdo de IL-1B, pois os niveis de TNF-a
permaneceram inalterados quando houve a inibicdo da mesma. Por isso, &
proposta uma ativacao indireta mediada pelos mecanismos citados nesse
estudo. A busca pelo ligante de NLRP3 que leve a sua ativagdo é um alvo
atrativo para os pesquisadores, e progressos tem sido feitos no que diz
questdo a esse assunto. Foi demonstrado que a proteina que se liga a
guanilato 5 (GBP5) promove a oligomerizacdo de NLRP3 frente a infec¢des
bacterianas e agonistas soluveis, mas nao cristalinos (Shenoy et al 2012).
Recentemente, viu-se que a fosforilagdo de NLRC4 ¢é fundamental no
processo de reconhecimento de componentes bacterianos e sua posterior
ativacao (Qu et al 2012), e que a proteina quinase PKR desempenha um
papel crucial, que envolve a interacédo fisica com diversos inflamassomas
conhecidos, dentre eles: NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2 (Lu et al 2012,
Stunden & Latz 2012). Também foi atribuida uma fungdo ao receptor de
calcio na regulacao da ativacdo de NLRP3 (Lee et al 2012). Uma area nova e
bastante promissora que vem surgindo atualmente € a do estudo de
infeccdes fungicas e a regulacdo de microRNAs (miRNAs). A regulacéo de
alguns miRNAs em macréfagos foi demonstrada em modelos de infecgao por

C. albicans (Monk et al 2010). E mais recentemente, observou-se que 0 miR-
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223 é responsavel por regular negativamente NLRP3 (Bauernfeind et al 2012,
Haneklaus et al 2012).

Visto a importancia dos CLRs no reconhecimento fungico, foi avaliado
o papel da proteina quinase Syk, responsavel por participar da sinalizagao de
diversos CLRs, incluindo dectina-1, dectina-2 e mincle (Kerrigan & Brown
2011). Ap6s inibir Syk e analisar a producéo de IL-1B em células infectadas,
foi observado uma drastica diminuicdo desta citocina no sobrenadante da
cultura, sugerindo que Syk possui um papel crucial para a producao de IL-1
frente a infecgao induzida por C. neoformans. Este € um fato interessante,
pois €& descrito que Syk pode cooperar com NLRP3 para o eficiente
processamento e secrecao de IL-1B (Poeck & Ruland 2010a, Poeck & Ruland
2010b). Recentemente o receptor dectina-1 foi associado com a indugao de
um inflamassoma nao candnico que ativa caspase-8 para o processamento
de IL-1pB frente a infec¢des causadas pelo fungos C. albicans e A. fumigatus,
e a quinase Syk mostrou desempenhar um papel fundamental nesse
processo através da ativagao do complexo CARD9-Bcl-10-MALT1 (Gringhuis
et al 2012). O papel de caspase-8 nao foi avaliado nesse estudo, o que seria
algo interessante de ser investigado, visto que a ativagao do inflamassoma
mediada por infecgdes fungicas mostrou-se bastante conservada nos
modelos utilizados até o presente momento.

A participacdo dos componentes dos inflamassomas no controle de
infeccbes fungicas foi demonstrada apenas em infecgdes sistémicas
causadas por C. albicans (Gross et al 2009, Hise et al 2009). Por isso, foi
decidido investigar a possivel contribuicdo dos componentes do

inflamassoma na fagocitose e atividade antifungica de macréfagos. Para isso,
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BMM selvagens ou deficientes para as proteinas ASC, caspase-1 e NLRC4
foram infectados com C. neoformans e a fagocitose analisada. Nao foi
observada nenhuma diferenca no indice de fagocitose entre as células
selvagens ou knockouts. Foi avaliada também a atividade antifungica desses
macrofagos infectados, e observou-se que mesmo na auséncia dos
componentes do inflamassoma a atividade antifungica se manteve similar
entre BMM selvagens ou deficientes para as diferentes proteinas do
complexo. Embora os estudos realizados nesse trabalho serem in vitro, &
interessante avaliar o papel dessas diferentes moléculas in vivo, o que nao foi
possivel neste caso.

Pelo fato dos componentes do inflamassoma nao demonstrarem um
papel no controle da infecgao in vitro, investigou-se se a sinalizagao por IL-13
teria alguma influéncia nesse processo. Observou-se que o tratamento de
células infectadas com IL-13 recombinante em diferentes concentragdes nao
alterou a atividade antifungica desses macrofagos, demonstrando que
apenas a sinalizagao via o receptor IL-1R n&o foi capaz de aumentar a morte
de leveduras intracelulares. De fato, a cooperacao entre varios receptores foi
associada a uma atividade antifungica eficiente em um modelo de infeccao
induzido por C. albicans (Netea et al 2006). Apds ver que nem o0s
componentes do inflamassoma e nem a sinalizagdo por IL-1B
desempenhavam um papel crucial para a atividade antifungica de
macrofagos, foi investigado o papel de IL-1 diretamente sobre as leveduras.
Para isso, as células foram tratadas com IL-13 recombinante em diferentes
concentragcbes e ao mesmo tempo infectadas. De forma bastante

interessante, observou-se que a taxa de infeccdo foi reduzida de forma
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drastica e dose-dependente, sugerindo que IL-13 possua um papel
responsavel por restringir a taxa de infeccdo de macréfagos por leveduras.
Sabe-se que a sinalizagdo por IL-18 leva a producdo de uma série de
mediadores inflamatoérios, como IL-6, TNF-a e IL-17 (Lukens et al 2012,
Sutton et al 2009), o que poderia contribuir para a restricdo de leveduras
extracelulares, visto que esses mediadores inflamatérios possuem um papel
protetor contra infecgbes fungicas em algumas situagdes (Mills et al 2012).
De forma interessante, foi observado em estudos anteriores que IL-1
exdgena participa na restricdo de algumas espécies de Mycobaterium (Chen
et al 2012, Mayer-Barber et al 2010, Wieland et al 2006). Durante a infeccao
por C. neoformans, essas leveduras sdo capazes de escaparem dos
macrofagos através de um processo denominado exocitose nao-litica
(Alvarez & Casadevall 2006, Nicola et al 2011), evitando, desta forma, a
causa de inflamagao local, possibilitando com que essas leveduras nao
sejam detectadas por células do sistema imune e possam infectar células
vizinhas. Talvez a IL-1B possa contribuir na restricdo dessas leveduras

através da ativacao dessas células, evitando a infeccao de células vizinhas.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos dados obtidos durante este trabalho, foi demonstrado
pela primeira vez que apés a infeccdo C. neoformans induz a ativagao do
inflamassoma NLRP3 através de mecanismos indiretos, como liberagao de
catepsina B frente ao dano lisossomal. Apos a ativagao de NLRP3, caspase-
1 é clivada e participa no processamento de IL-1B. O processo de maturacao
de IL-1B é coordenado em cooperagao com a proteina quinase Syk. A IL-13
secretada desempenha, entdo, um papel crucial que leva a redugao da taxa
de infecgdo por mecanismos nao elucidados nesse trabalho (Figura 11).
Finalmente, este estudo sugere que leveduras encapsuladas de C.
neoformans ativam o inflamassoma de forma diferencial quando comparado
as leveduras acapsulares. A execugdo deste projeto permitiu o
preenchimento de lacunas existentes no entendimento da resposta imune
inata a infeccao por C. neoformans, visando a elucidacdo de mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na ativagdo dos macrofagos infectados

por este fungo.
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IL-1B ¢ ProdL-1

Figura 11. Modelo proposto da ativagcdo do inflamassoma por C.
neoformans. Apos a internalizacdo de leveduras de C. neoformans por
macrofagos, ocorre a ativagao da proteina quinase Syk e a liberagcédo de
catepsina B, proveniente do dano lisossomal. Essas perturbagdes na
célula acabam por ativar a oligomerizagdo do complexo NLRP3, levando a
ativagao de caspase-1, processamento, maturacao e secrecao de IL-1B. A
forma matura de IL-1 secretada participa na restricao da taxa de infecgao

por mecanismos ainda nao descritos.
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