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RESUMO

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada capaz de causar doenga
principalmente em hospedeiros imunocomprometidos. E considerada um patdgeno
intracelular facultativo por causa de sua capacidade de sobreviver e se replicar no interior de
fagocitos, especialmente macréfagos. Esta capacidade é extremamente dependente de varios
fatores de viruléncia expressos pelo fungo, que tornam o macrofago ndo ativado ou
fracamente ativado ineficaz no combate a levedura fagocitada. Estratégias utilizadas pelo
macrofago visando prevenir este cenario incluem a piroptose (uma morte celular programada,
rapida e altamente inflamatdria) e a vomocitose (expulsdo ndo litica do patégeno do meio
intracelular). A ativacdo do inflamassoma em fagdcitos é geralmente protetiva no combate a
infecgBes fungicas, incluindo na criptococose. Ainda assim, o reconhecimento do C.
neoformans por receptores associados ao inflamassoma requer mudancas especificas em sua
morfologia ou opsonizacao da levedura, dificultando assim o funcionamento apropriado desta
via durante a infeccdo. Neste contexto, analisamos o impacto de moléculas secretadas pela
cepa selvagem B3501 e o mutante acapsular Acap67 em um modelo in vitro de ativagéo
candnica do inflamassoma. Nossos resultados mostraram que o meio condicionado derivado
de B3501 (CM35) era capaz de inibir a ativacdo do inflamassoma e eventos dependentes (por
exemplo, secre¢do de IL-1p) de maneira mais robusta que o meio condicionado derivado de
Acap67 (CMCAP), mesmo este efeito sendo independente da presenca de GXM. Também
demonstramos que macrofagos tratados com meio condicionado se encontravam menos
responsivos contra a infeccdo com a cepa virulenta H99, exibindo menor capacidade
fagocitica, aumento em carga flngica intracelular e na promocdo da vomocitose.
Adicionalmente, demonstramos que o metabdlito Acido 3-indol latico (ILA) esta presente no
CM35 e apresenta inibigdo contra a ativagdo do inflamassoma NLRP3. Também analisamos o
papel de vesiculas extracelulares secretadas pelo fungo na inibi¢do da via do inflamassoma.
De forma geral, os resultados apresentados mostram que o meio condicionado de uma cepa
selvagem de C. neoformans é capaz de inibir uma importante via de reconhecimento e
consequentemente inibir fungdes fungicidas de macrofagos, contribuindo para a sobrevivéncia
fangica em modelos in vitro, indicando um possivel papel importante destas moléculas

secretadas durante a infecgdo criptococdcica.

Palavras chave: C. neoformans, meio condicionado, inflamassoma, vesiculas extracelulares
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast capable of causing disease mainly
in immunosuppressed hosts. It is considered a facultative intracellular pathogen because of its
capacity to survive and replicate inside phagocytes, especially macrophages. This capacity is
heavily dependent on various virulence factors that render the non or poorly activated
macrophage ineffective against the phagocyted yeast. Strategies utilized by macrophages to
prevent this scenario includes pyroptosis (a rapid highly inflammatory cell death) and
vomocytosis (the expulsion of the pathogen from the intracellular environment without lysis).
Inflammasome activation in phagocytes is usually protective against fungal infections,
including cryptococcosis. Nevertheless, recognition of C. neoformans by inflammasome
receptors requires specific changes in morphology or the opsonization of the yeast, impairing
a proper inflammasome function. In this context, we analysed the impact of molecules
secreted by B3501 strain and its nonencapsulated mutant Acap67 in an inflammasome
canonical activation in vitro model. Our results showed that conditioned media derived from
B3501 (CM35) was capable of inhibiting inflammasome dependent events (i.e. IL-1B
secretion) strongly than conditioned media from Acap67 (CMCAP), regardless of GXM
presence. We also demonstrated that macrophages treated with conditioned media were less
responsive against infections with the virulent strain H99, exhibiting less phagocytosis
capacity, increased fungal burden and vomocytosis. Moreover, we showed that the aromatic
metabolite DL-Indole-3-lactic acid (ILA) was present in CM35 and have impact in NLRP3
inflammasome activation. We also analysed the role of extracellular vesicles regarding
inhibition of inflammasome. Overall the results presented show that conditioned media from a
C. neoformans wild-type strain can inhibit an important recognition pathway and
subsequently fungicidal functions in macrophages, contributing to fungal survival in vitro,

indicating an important role of secreted molecules during cryptococcal infections in the host.

Key words: C. neoformans, conditioned media, inflammasome, extracellular vesicles
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INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA
Cryptococcus sp. € criptococose

O fungo Cryptococcus neoformans, agente etioldgico da criptococose e da meningite
criptococécica, € um basidiomiceto que possui ampla distribuicdo geogréfica, podendo ser
encontrado em solo, troncos de arvores, vegetais em processo de apodrecimento e até mesmo
em excreta de aves, principalmente em pombos (LAZERA et al., 2000; LIN, 2009; LIN;
HEITMAN, 2006; SORRELL,; ELLIS, 1997; TAKAHARA et al., 2013).

Apesar dos fungos do género Cryptococcus se apresentarem em seu habitat natural
principalmente na forma de basidio ou basididsporos, sua forma mais conhecida e estudada é
a de levedura, forma essa associada a patogénese. A principal caracteristica morfoldgica
apresentada por esta levedura é a presenca de uma capsula polissacaridica, cujas diferengas
estruturais permitiram uma classificagdo primordial das espécies patogénicas deste género em
5 sorotipos: Cryptococcus neoformans var. grubii (sorotipo A); Cryptococcus neoformans
var. neoformans (sorotipo D); um hibrido entre os supracitados (sorotipo AD) e Cryptococcus
gattii (sorotipos B e C) (NAKAMURA et al., 2000). Apds diversos estudos aplicando técnicas
moleculares para uma caracterizacdo mais precisa dos diferentes genétipos do género
(LOFTUS et al., 2005), o sequenciamento total do genoma completo do fungo, estabeleceu-se
uma nova identificacdo baseada em oito tipos moleculares: VNI e VNII (sorotipo A); VNIV
(sorotipo D); VNIII (sorotipo AD) e os VGI, VGII, VGIIl e VGIV (sorotipos B e C)
(MEYER et al., 2009). Dentre esses, o Cryptococcus var. grubii (sorotipo A e tipo molecular
VNI) é o que apresenta maior prevaléncia entre amostras clinicas e ambientais em proporc¢des
mundiais. Seguindo a tendéncia global, na américa latina e especificamente no Brasil este tipo
molecular também é o mais prevalente (FIRACATIVE et al., 2018).

A criptococose é caracterizada como uma micose sistémica que pode ser contraida
tanto por individuos imunocomprometidos quanto individuos higidos. Neste ambito 0s
sorotipos A e D se apresentam usualmente como patdégenos oportunistas, enquanto 0s
sorotipos B e C costumam se apresentar como patogenos primarios (IDNURM et al., 2005).
Apesar de conseguir promover a doenga em individuos sadios, a restricdo geografica do C.
gattii faz com que ele apresenta prevaléncia de apenas um por cento nos casos de criptococose
registrados, limitando a sua importancia clinica em surtos localizados (ESPINEL-INGROFF;

KIDD, 2015). Em contraste, o C. neoformans var. grubii é responsavel por cerca noventa e
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cinco por cento dos casos de criptococose registrados, fato parcialmente explicado pela sua
ampla distribuicdo geografica clinica e ambiental e também por sua maior viruléncia quando
comparado ao C. neoformans var. neoformans (LIN, 2009).

A infeccdo se da a partir da inalacdo dos esporos ou leveduras dessecadas do fungo
(LIN; HEITMAN, 2006). Apesar de a inalacdo de esporos estar usualmente associada a
infecgbes fungicas, as leveduras sdo consideradas formas infectantes importantes na
criptococose, apresentando uma maior carga flngica em oOrgdos-alvo e estando mais
associadas a letalidade em modelos murinos de infeccdo (GILES et al., 2009; VELAGAPUDI
et al., 2009). Em contrapartida, esporos ndo apresentam grande resisténcia as barreiras e
defesas imunoldgicas do organismo, como por exemplo evasdo a fagocitose e a producgdo de
radicais livres de oxigénio, logo é necessaria uma rapida transformacdo para levedura, que
possui varios mecanismos de resisténcia, para uma colonizacgéo efetiva do fungo no sistema
respiratorio.

Nos tecidos pulmonares ocorrem interacdes entre as células fingicas e o sistema
imune do hospedeiro que determinam o desfecho da infec¢do, especialmente dependentes da
viruléncia apresentada pelo fungo e também pelo estagio de ativacdo dos macrdfagos
(ALANIO; DESNOS-OLLIVIER; DROMER, 2011). Esta interacdo pode resultar em:
eliminagdo do fungo, gerando a cura do hospedeiro; laténcia do crescimento, resultando em
infeccdo assintomatica que ndo gera danos ao hospedeiro, mas que pode ser reativada em caso
de comprometimento da imunidade do hospedeiro ou restricdo temporaria do fungo nos
pulmdes, gerando infeccdo sintomatica seguida de disseminacdo sistémica (SABIITI; MAY,
2012). A progresséo letal da doenca envolve a resisténcia e crescimento fangico no pulmao e
subsequente disseminacdo para outros oOrgaos, preferencialmente para o sistema nervoso
central, gerando o quadro clinico de meningite criptocococica. Em casos de infeccdo por C.
neoformans, este quadro clinico tem uma alta associa¢do com individuos imunossuprimidos,
em especial entre aqueles que portam o virus HIV (PARK et al., 2009; RAJASINGHAM et
al., 2017).

Grande parte da viruléncia e letalidade creditadas ao fungo estdo em sua habilidade de
evadir dos tecidos pulmonares e se disseminar pela corrente sanguinea, existindo relatos em
que leveduras mutantes que apresentam falhas nesse escape promovem doengas
assintomaticas ou brandas (DENHAM; BROWN, 2018). Uma vez localizado na corrente

sanguinea, o C. neoformans pode infectar virtualmente qualquer 6rgdo do corpo humano, ja
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tendo sido localizado em: adrenais, coragdo, linfonodos, articulaces, 0ssos, rins, trato
gastrointestinal, cavidade ocular e prostata (LIN; HEITMAN, 2006; MITCHELL; PERFECT,
1995). Porém, o 6rgdo pelo qual a levedura apresenta maior tropismo é 0 sistema nervoso
central. A causa para este tropismo ainda néo é totalmente elucidada, porém existem possiveis
explicacbes para este fenbmeno, como por exemplo: a presenca de substratos preferenciais
para o crescimento do fungo; a constituicdo de um reflgio para o fungo evitar uma resposta
imune eficiente do hospedeiro e/ou a presenca de receptores mais especificos que em outros
orgaos, que atraiam fungo (LIN; HEITMAN, 2006).

Devido ao seu tamanho celular, a levedura de C. neoformans necessita de mecanismos
ativos para a sua penetracdo pela barreira hematoencefélica e subsequente colonizagdo do
sistema nervoso central. Evidéncias apontam para trés possiveis mecanismos pelos quais a
levedura se utiliza para realizar esta transmigracao, sendo aceito por alguns autores que elas
podem ocorrer concomitantemente (CASADEVALL, 2010). Sdo os trés mecanismos:
migracdo paracelular, por meio de dano primariamente provocado pela secregcdo de enzimas
fangicas, que comprometem as juncfes da barreira hematoencefalica (OLSZEWSKI et al.,
2004); migracdo transcelular, por meio da adesédo a células endoteliais microvasculares, com
subsequente internalizacdo das leveduras e transmigracdo das mesmas para as porcoes
internas do 6rgdo (CHANG et al., 2004); e o modelo cavalo-de-tréia, por meio da migracdo
no interior de macroéfago infectado pelo fungo (CHARLIER et al., 2009).

Estudos utilizando modelos deficientes para esses mecanismos demonstraram que esta
€ uma etapa critica para a fatalidade da criptococose. Sem a capacidade de transmigracao
cerebral, a infeccdo pulmonar e em outros 6rgaos promovida por estes mutantes ainda é
similar, porém a mortalidade do hospedeiro é significativamente reduzida (LEV et al., 2017;
VU et al., 2014). Por outro lado, o0 estabelecimento da infec¢do cerebral observada em cepas
selvagens, especialmente pela espécie C. neoformans var grubii, evidencia o fungo como um
dos principais agentes causadores de meningite e o principal causador da meningite flngica
em niveis globais, particularmente em associacdo com a AIDS (CHARALAMBOUS et al.,
2018; RAJASINGHAM et al., 2017).

Em estudo realizado em 2009, a meningite criptococécica afetava cerca de 1 milhdo
de pessoas portadoras do HIV, com indices de mortalidade proximos a 65% e uma alta
incidéncia de 75% dos casos na regido da Africa subsaariana (PARK et al., 2009). Desde

entdo, protocolos otimizados para 0 manejo da AIDS associados com técnicas de diagnostico
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mais acessiveis e precisas para a deteccdo de infeccBes fungicas oportunistas trouxeram
reducdes significativas nos casos de mortalidade causadas por infec¢fes fungicas neste grupo
de pacientes (DENNING, 2016). Estes fatores foram confirmados em estudo mais recente,
qgue demonstrou uma queda no nimero de casos relatados de meningite criptocococica para
cerca de 223 mil. Apesar do quadro apresentar queda nos nimeros totais de pacientes com
AIDS infectados, o que invariavelmente também reduz o nimero de mortes provocadas pela
doencga, deve-se ressaltar que a taxa de mortalidade se elevou para 81%, enquanto a taxa de
incidéncia na regido da Africa subsaariana permaneceu em 73%. Esses dados demonstram que
essa regido em especifico ainda possui uma alta correlagcdo com a meningite criptocococica e
que os avancos medicinais supracitados ainda ndo impactaram a regido (RAJASINGHAM et
al., 2017).

O Brasil apresenta dados clinicos consistentes com os globais, com a criptococose
sendo a segunda infeccdo fungica com maior mortalidade no Brasil e a décima terceira causa
de mortalidade no geral. Corroborando com a forte associacdo com HIV, a criptococose € a
principal causa de morte de pacientes com AIDS entre as infecgdes fungicas.
Geograficamente, foram relatados casos de criptococose em todos as regides brasileiras,

reforcando a localizacdo ubiqua do fungo (PRADO et al., 2009).

Imunidade antifingica contra o C. neoformans

O desenvolvimento de resposta imunolégica competente indica qual serd o
prognoéstico que o hospedeiro apresentara quando em contato com o C. neoformans. Existem
poucos estudos descrevendo a resposta imunocompetente frente a criptococose, devido a
rapida resolucdo da infeccdo e a natureza assintomatica da infeccdo. Neste aspecto a
imunidade inata apresenta importante funcdo, por modular a resposta adaptativa e ser a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra o patégeno. No contexto da criptococose, as
principais células da resposta imune inata possuem papéis e importancia distintos.

Células dendriticas funcionam como uma das primeiras linhas de defesa localizadas no
pulmé&o do hospedeiro, agindo no reconhecimento e internalizagdo do fungo. Assim como em
outras infecgdes, na criptococose estas células sdo essenciais para a ativacdo de resposta
imune adaptativa, a partir da apresentacdo de antigenos para a ativacdo de linfécitos T

especificos contra o C. neoformans. Células dendriticas possuem a capacidade de destruir
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leveduras fagocitadas através de seu contetdo lisossomal, mesmo em hospedeiros
susceptiveis a doenca (GIBSON; JOHNSTON, 2015; HOLE et al., 2012). Os neutrdfilos
também possuem capacidade fungicida frente ao C. neoformans, principalmente a partir da
producdo de espécies reativas de oxigénio (SUN et al., 2016a). Apesar de apresentarem
importancia em sitios especificos durante a infec¢do disseminada (SUN et al., 2016b), estas
células ndo sdo consideradas essenciais durante a patogénese, sendo 0 seu aumento
relacionado a piora no quadro clinico do hospedeiro (OSTERHOLZER et al., 2009b).

Macrofagos por outro lado, assim como as células dendriticas, sdo considerados
células essenciais para o controle de carga fungica nos estagios inicias da criptococose, sendo
que macrofagos alveolares funcionam como uma primeira linha de defesa localizada no
pulméo, reconhecendo e fagocitando o fungo (GIBSON; JOHNSTON, 2015). A importancia
dos macrofagos na defesa contra o fungo apresenta relatos contraditorios. Hospedeiros
resistentes (ratos) apresentam uma piora na carga fungica pulmonar quando passam pelo
procedimento de deplecdo de macréfagos alveolares, enquanto hospedeiros susceptiveis
(camundongos) apresentam uma diminuicdo em sua carga fungica pulmonar (SHAO et al.,
2005). Outro estudo também aponta que macréfagos murinos sdo importantes disseminadores
do C. neoformans, demonstrando que a deplecdo de macrdéfagos nestes hospedeiros reduz a
carga fungica cerebral (KECHICHIAN; SHEA; DEL POETA, 2007). Juntos, estes estudos
demonstram que macrdéfagos eficientemente ativados sdo importantes para o controle da
doenca, enquanto macrofagos precariamente ativados apresentam dificuldades para combater
o fungo e acabam auxiliando em sua replicacdo e disseminacao.

Devido a esta interacdo peculiar entre macrofagos e o fungo, macréfagos sdo as
celulas mais estudadas no contexto da criptococose. Primeiramente, macrofagos precisam
fagocitar as leveduras para a realizacdo de suas acOes efetoras, e esta fagocitose &
primariamente auxiliada por moléculas opsonizantes, tendo em vista as capacidades
antifagociticas que o C. neoformans apresenta (KRONSTAD et al., 2011). Entretanto, um
estudo demonstrou que um aumento da fagocitose estd associado a um pior prognostico em
pacientes portadores de HIV, reforcando o carater permissivo apresentado pelos macréfagos
fracamente ativados (ROHATGI et al., 2013).

Um dos fatores que explicam o fato de macrdéfagos agravarem o curso da doenca é o
de que o C. neoformans tem a capacidade de agir como um patogeno intracelular facultativo,

apresentando habilidade inata de sobrevivéncia e replicacdo no interior destas células
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(FELDMESSER; TUCKER; CASADEVALL, 2001). Esta resisténcia intracelular € conferida
gracas a varios fatores de viruléncia do fungo, que permitem ao fungo modular e afetar varios
mecanismos microbicidas do macrofago como: atraso na maturagdo do fagolisossomo
(SMITH; DIXON; MAY, 2014); danos nas membranas do fagolisossomo (FELDMESSER et
al., 2000); alteracdes em funcdes celulares realizadas por organelas citoplasmaticas (BEN-
ABDALLAH et al., 2012); danos e promocdo de deformacgdes no citoesqueleto celular
(CHEN et al., 2003); ativacdo de sinalizacdes relacionada a apoptose (MONARI et al.,
2005b); morte celular resultando em lise do macrofago (O’MEARA et al., 2015); e extrusdo
ndo litica ou “vomocitose” do fungo para o meio extracelular (ALVAREZ; CASADEVALL,
2006; MA et al., 2006).

Essas alteracdes promovidas pelo fungo auxiliam na explicacdo de como o macrofago
negativamente modulado acaba por servir como um sitio de replicacdo intracelular e
consequente disseminacdo do fungo do tecido pulmonar para demais tecidos, incluindo o
cérebro. Desta forma, estudos abordando a interacdo inicial entre o C. neoformans e a
imunidade do hospedeiro séo considerados essenciais para uma melhor compreensdo do curso
da doenca e do real impacto que as modulacBes promovidas pelo fungo exercem.

A resposta imune protetora contra a criptococose € usualmente caracterizada por um
aumento nas citocinas pro-inflamatérias associadas a polarizacdo da subpopulacdo de
linfocitos T auxiliares 1 ou Thl (T helper 1) e sua funcdo efetora, como IL-12, IL-18 e IFN-y
(UPADHYA et al., 2016). A resposta associada com linfocitos T auxiliares 17 ou Th17 (T
helper 17), com a secregdo de citocinas como IL-1p e IL-17, apresenta resultados mistos na
literatura, com estudos demonstrando certa importancia na ativagdo desta subpopulacéo,
enquanto outros associam a maior presenca de neutréfilos com uma piora no quadro da
doenga, dependendo do modelo de infecgdo utilizado (VOELZ; LAMMAS; MAY, 2009;
WOZNIAK et al., 2011). De toda forma, um balango entre as respostas Th1/Thl7 é
consensualmente considerado protetor frente a criptococose (MURDOCK et al., 2014a,
2014b). Por outro lado, a presenca de citocinas anti-inflamatorias associadas a linfocitos T
auxiliares 2 ou Th2 (T helper 2), como IL-4, IL-5 e IL-13, apresenta correlagdo com quadros
mais graves da doenca e a uma maior mortalidade. Interessantemente, este padrdo de resposta
é promovido pelo fungo em hospedeiros susceptiveis, reforcando a associacdo da doenca com
pacientes imunocomprometidos (OSTERHOLZER et al., 2009a).
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A montagem de respostas imunes adaptativas protetoras (Th1/Th17) ou deletérias
(Th2) é dependente de quais células imunes inatas entrardo em contato com o fungo e como
eles reconhecerdo o mesmo e serdo ativadas. Para tal, células de imunidade inata recorrem a
receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) para o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgenos ou a dano (PAMPs e DAMPs). As duas familias principais envolvidas
neste reconhecimento sdo as dos receptores Toll-like (TLRs) e dos receptores do tipo C-
lectina (CLRs).

Alguns TLRs ja foram descritos como sendo capazes de reconhecer PAMPS presentes
no C. neoformans, sendo eles os TLRs 2, 4 e 9. Os TLRs 2 e 4 estdo presentes no
reconhecimento de polissacarideos da cépsula fangica, enquanto que o TLR9 apresenta-se
importante no reconhecimento do DNA fungico (CUNHA; ROMANI; CARVALHO, 2010).

Neste contexto, TLR2 apresenta resultados contraditorios na literatura, sendo visto
como importante no reconhecimento do fungo, mas ndo necessariamente na montagem de
uma resposta protetora. Primeiramente, estudos demonstraram que animais nocaute para
TLR2 apresentaram uma mortalidade maior e uma producdo diminuida de citocinas pro-
inflamatorias por macrofagos frente a infecgdo fungica (BIONDO et al., 2005; YAUCH et al.,
2004). Porém, outro estudo demonstrou que o nocaute de TLR2 em camundongos néo
alterava o perfil de citocinas produzidas e nem alterava a gravidade da infecgdo no pulméo,
guando comparado a animais controle, creditando assim pouca importancia no papel do TLR2
frente ao reconhecimento do fungo (NAKAMURA et al.,, 2006). Interessantemente, 0sS
estudos utilizavam a mesma linhagem de camundongo e o0 mesmo sorotipo de C. neoformans
(sorotipo A), se diferenciando somente pela via de infeccdo dos animais. Todos os estudos
acima também demonstraram que o TLR4 apresentava pouca contribuicdo em uma resposta
protetora frente ao reconhecimento do C. neoformans, sendo que a delecdo do receptor ndo
gerava alteragdes no perfil de citocinas expressas por células dendriticas e por macréfagos,
assim como ndo alterava a mortalidade do hospedeiro, corroborando com outro estudo que ja
havia sido publicado (SHOHAM et al., 2001).

O TLR9 e tido como responsavel no balanco entre a resposta Thl e Th2 na
criptococose, sendo sua ativacdo importante gracas ao favorecimento de uma polarizacéo de
resposta Thl, promovendo um aumento de citocinas pro-inflamatérias, assim como aumento
na producdo de oOxido nitrico por macréfagos (NAKAMURA et al., 2008; WANG et al.,
2011). Curiosamente, assim como a polarizacdo para Th17, o reconhecimento do fungo por
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TLR9 ndo se traduz em um combate efetivo contra o fungo durante os estagios iniciais da
infeccdo, mas se mostra essencial para a montagem da resposta adaptativa. Esta resposta entéo
leva a uma diminuicdo da carga fangica pulmonar presente no hospedeiro durante a infecgdo
tardia (ZHANG et al., 2010).

Os CLRs sdo receptores de fundamental importancia no reconhecimento e promogéo
da resposta antifungica, sendo dectina-1, dectina-2, dectina-3 e receptor de manose 0s
receptores que, até o momento, estdo mais associados ao reconhecimento contra PAMPs
fangicos (ROMANI, 2011). Surpreendentemente, o reconhecimento do C. neoformans
promovido por CLRs de forma geral ndo é capaz de promover respostas protetoras ao
hospedeiro.

Dectina-1, que é o principal receptor relacionado com reconhecimento de parede
fangica, ndo apresenta nenhuma importancia na resposta frente a criptococose. Estudos
demonstraram que a auséncia deste receptor ndo promovia nenhuma piora no prognostico do
hospedeiro, tanto em carga fangica quanto em mortalidade. Interessantemente, os estudos
utilizaram tanto leveduras quanto esporos e mostraram uma auséncia de reconhecimento do
fungo pelo receptor de dectina-1 inclusive nos esporos, demonstrando que esta falta de
reconhecimento e importancia da ativacao de dectina-1 esta além do mascaramento da parede
celular realizado pela capsula (NAKAMURA et al., 2007; WALSH et al., 2017).

Dectina-2 € um receptor capaz de reconhecer mananas, que estdo presentes tanto na
parede celular quanto na cépsula do C. neoformans. A ativagdo de dectina-2 no contexto da
criptococose apresenta resultados contraditérios. Um estudo demonstrou que a delecdo de
dectina-2 durante a infeccdo pelo C. neoformans in vitro promove uma queda drastica na
resposta pro-inflamatdria, enquanto que in vivo promove um aumento na resposta anti-
inflamatoria. Apesar destes resultados destoantes, a auséncia de dectina-2 néo era suficiente
para alterar a carga fungica pulmonar durante a infecgdo, existindo portanto pouca correlagdo
entre sua ativacdo e a montagem de resposta protetora (NAKAMURA et al., 2015).

Dectina-3 ¢ outro receptor com capacidade de reconhecer a-mananas que, assim como
dectina-2, ndo apresenta importancia na resposta contra o C. neoformans. A auséncia deste
receptor ndo alterou o perfil de citocinas, o perfil de células presentes no local, a carga
fangica e nem a mortalidade associada a infeccdo (CAMPUZANO et al., 2017). Por ultimo, o
receptor de manose é um receptor capaz de reconhecer manoproteinas, que sdao um dos
constituintes da capsula polissacaridica (MANSOUR; LATZ; LEVITZ, 2006). A ativacdo dos
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receptores de manose é considerada protetora contra a criptococose, visto que a delecdo deste
receptor leva a uma piora no prognoéstico do hospedeiro, com presenca de maior carga flngica
pulmonar e menor migracdo de linfécitos T para o local priméario da infeccdo (DAN et al.,
2008).

Inflamassomas e seu papel na criptococose

Outra familia de receptores de extrema importancia para o reconhecimento de
infeccOes fungicas € a dos receptores do tipo NOD (NLRs). Todos os integrantes desta familia
descritos até entdo se localizam na porcdo citoplasmatica das células, sendo considerados
extremamente importantes também no combate contra bactérias intracelulares e virus, sendo
considerados essenciais para o reconhecimento de patdgenos presentes no citoplasma por
invasdo celular ou que evadiram do fagolisossomo (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). Os NLRs
podem ser divididos em trés subtipos distintos, denominados NOD; NLRP e IPAF
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Dentre estes subtipos, 0 mais relacionado a patdgenos flngicos até este momento sao
0s NLRP. Estes receptores sdo reconhecidos pela habilidade de reconhecerem, além de
PAMPs, uma ampla variedade de DAMPs. DAMPs sdo sinais de perigo que ndo derivam
diretamente de um patdgeno, mas sim do possivel dano que ele ou outras condicdes
patogénicas trazem as células do hospedeiro. Desta maneira, estes sinais estdo presentes em
situacBes de ativacdo de imunidade inata, sendo liberados pelas células do hospedeiro apds
uma morte ndo programada, ou propositalmente por células do sistema imune. Os DAMPS sdo
em sua grande maioria de origem intracelular, podendo ser encontrados ap6s o rompimento
das células (proteinas de grupo de alta mobilidade — HMGBL1) ou ap6s serem secretados pelas
mesmas (proteina do choque térmico — HSP). Essas moléculas podem ser proteicas
(complemento C3a) ou ndo (RNA proprio ou adenosina trifosfato — ATP) (VENEREAU:;
CERIOTTI; BIANCHI, 2015).

Apesar de extremamente associada a respostas inflamatérias exacerbadas, a ativagao
de receptores NLRP tem papel importante na regulacdo da microbiota, especialmente
intestinal. Estudo demonstram que a auséncia destes receptores ou proteinas envolvidas na
sinalizacdo subsequente predispdem o0s hospedeiros a quadros mais exacerbados de
manifestacdes inflamatdrias associadas ao trato intestinal (CHEN, 2017). Apesar de

controverso, acredita-se que o reconhecimento coordenado destes DAMPs pelos NLRP € de
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vital importancia para a manutencdo da homeostasia, principalmente por meio de respostas
inflamatorias exacerbadas, que previnem a disbiose e sinais pré-inflamat6rios mais robustos.

A funcdo pré-inflamatoria relacionada aos receptores NLRP se d& a partir capacidade
que receptores NLR tem em se oligomerizar, formando um complexo proteico denominado
inflamassoma (SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Este complexo proteico apresenta alta massa
molecular e é capaz de ativar caspases pro-inflamatorias. Diversos NLRs sdo capazes de gerar
a formacdo de inflamassomas, o que faz com que o reconhecimento de diversos tipos de
DAMPs e PAMPs levem a ativacdo destes complexos (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP,
2009). Entre os principais inflamassomas estudados em infeccdes encontram-se: NLRP1b,
responsavel por reconhecer e proteger o hospedeiro contra Bacillus anthracis (TERRA et al.,
2010); NLRC4, inflamassoma gerado a partir da ativagdo de um receptor do subtipo IPAF que
¢ capaz de reconhecer dois componentes bacterianos vitais: flagelina, uma importante
proteina associada a locomocéo bacteriana (MIAO et al., 2006) e proteinas participantes dos
sistemas secretores do tipo Il e 1V, relacionadas com a secrecdo de fatores de viruléncia em
células do hospedeiro (MIAO et al., 2010); AIM2, inflamassoma classicamente relacionado
com o reconhecimento de material genético em bactérias e especialmente em virus
(KANNEGANTI, 2010); e NLRP3, que é o principal inflamassoma estudado atualmente,
devido a sua importancia em diversas patologias e sua capacidade de reconhecer patdgenos
bacterianos, virais, parasitérios e fungicos (LAMKANFI; DIXIT, 2012).

Devido a grande diversidade de microrganismos reconhecidos pelo NLRP3, é
postulado que a ativacdo deste receptor ocorra de maneira indireta, atraves do reconhecimento
de DAMPs liberados a partir de danos gerados durante a infeccdo. Corroborando com este
pressuposto, é sabido que diversos destes sinais de dano como: ATP, &cido urico e cristais de
colesterol sdo capazes de ativar o NLRP3. Além desses, também foi constatado que irritantes
ambientais como silica, amianto e radiacdo UVB eram capazes de ativar o inflamassoma
NLRP3 (BAUERNFEIND; HORNUNG, 2013). O NLRP3 também é ativado quando em
contato com a proteina heme, liberada por eritrocitos, corroborando com o papel de regulador
da homeostasia atribuido a este inflamassoma, apesar de que sua participacdo exacerbada
também pode ser indicativa de transtornos inflamatérios hemoliticos (ERDEI et al., 2018).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 por DAMPs ndo é capaz de explicar como
moléculas que ndo compartilham nenhum padrdo em comum sdo capazes de ativar um unico

receptor. Desta forma, estudos foram realizados para se determinar quais seriam 0s eventos
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essenciais para que o receptor NLRP3 fosse ativado e promovesse a oligomerizacdo do
inflamassoma. Atualmente, quatro sinais sdo considerados como capazes de promover esta
ativacdo, sendo eles: o efluxo de potéassio celular (MUNOZ-PLANILLO et al., 2013); a
translocacdo do receptor NLRP3 para a mitocondria (MISAWA et al., 2013); a producao de
reativos de oxigénio (ROS) mitocondriais (ZHOU et al., 2011) e a partir da desestabilizacéo
de fagolisossomos, com a liberagdo de catepsinas lisossomais (HORNUNG et al., 2008).
Apesar do consenso sobre estes sinais, nenhum deles é universal e por vezes a inibicao destes
sinais isoladamente é o suficiente para prevenir a ativacao do receptor NLRP3, o que coloca
em davida a existéncia de eventuais mecanismos de redundancia entre eles (BAUERNFEIND
et al., 2011). Mesmo com toda a gama de patégenos reconhecidos pelo NLRP3 tendo sido
reduzida a quatro eventos, ainda assim estes eventos se apresentam muito distintos entre si, 0
gue novamente reforca que a ativacdo do NLRP3 descrita até o momento é indireta,
necessitando de adaptadores ainda desconhecidos para uma ligacdo direta com o receptor
(LAMKANFI; DIXIT, 2014).

Sob o ponto de vista estrutural simplificado, o inflamassoma NLRP3 é composto de
um receptor (NRP3), uma proteina adaptadora (ASC) e uma proteina efetora (caspase-1). A
ativacdo candnica deste inflamassoma, com a participacdo dos componentes descritos acima,
envolve a ativagdo do receptor NLRP3 pelos sinais previamente descritos, levando ao
recrutamento e interacdo com o adaptador ASC, que por sua vez recruta a pro-caspase-1,
fazendo uma ligacdo entre estas proteinas. A ligacdo das pro-caspases-1 promove uma
autoclivagem da mesma, gerando a caspase-1, proteina ativa que exerce a funcdo efetora do
inflamassoma. Alternativamente, a proteina efetora caspase-8 pode ser clivada e promover a
efetividade do inflamassoma, seja por mecanismos independentes de NLRs ou por
acoplamento da caspase-8 em conjunto com a caspase-1, sendo a utilizagdo da caspase-8
denominada de via ndo-candnica do inflamassoma (GRINGHUIS et al., 2012). Sob o ponto
de vista funcional, o inflamassoma NLRP3 ¢ responsavel pela clivagem de citocinas imaturas
pro-inflamatorias, como pro-IL1p e pro-1L18, promovendo a secrecdo de suas porgdes ativas
IL-1B e IL-18, respectivamente (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009; SCHRODER;
TSCHOPP, 2010). Outro evento importante relacionado a ativacdo do inflamassoma € a
promoc¢do de uma morte celular rapida e altamente inflamatoria, denominada piroptose. A
piroptose € considerada na grande maioria das interagdes protetora contra infeccGes por

patogenos intracelulares (JORGENSEN; MIAO, 2015) e diversos estudos relacionam este
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evento com uma liberacdo robusta de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1 (CULLEN et
al., 2015; LIU et al., 2014).

Apesar de aparentar ser uma via de sinalizagédo bastante direta, com um receptor, uma
proteina adaptadora e uma proteina efetora, o inflamassoma é usualmente regulado em dois
momentos distintos, necessitando por vezes de dois sinais especificos para a sua total ativacao
e funcionamento, o que diferencia esta via de outras ativadas por PRRs classicos. O primeiro
sinal necessario é um sinal prévio a ativacdo do NLRP3 e serve para que haja a producdo de
um namero suficiente destes receptores para a oligomerizacdo do inflamassoma. Este sinal é
fornecido a partir da ativacdo do NF-«B, geralmente por PRRs de membrana como TLRs e
CLRs, e induz a producdo de NLRP3 assim como também a produgdo de pro-IL1J e pro-IL-
18, substratos necessarios para a a¢do do inflamassoma (LAMKANFI; DIXIT, 2012; LATZ;
XIAO; STUTZ, 2013). Estudos recentes demonstraram que, além desta importante inducéo,
este primeiro sinal promovido pelos PRRs de membrana também promove a fosforilagdo do
NLRP3, evento essencial para a subsequente oligomerizacdo deste receptor (SONG et al.,
2017). O segundo sinal é o sinal ja discutido previamente, ou seja, a ativacdo do NLRP3 em si
a partir de eventos relacionados a DAMPs.

O estimulo orquestrado por estes dois sinais leva a oligomerizacdo de um grande
namero de receptores NLRP3, que por sua vez se ligam a proteinas ASC, se ligando
subsequentemente a prd-caspases, formando uma plataforma multiproteica, explicando o
motivo do inflamassoma ser considerado um complexo de alta massa molecular (LU; WU,
2015). Curiosamente, nem todos os tipos celulares necessitam dos dois sinais para
apresentarem uma plataforma inflamassoma funcional, sendo por vezes necessario somente o
primeiro, como em células dendriticas e mondcitos. Teorias sugerem que isto se deve ao fato
de os niveis de NLRP3 expressos nos mais diversos tipos celulares serem bastante variados,
podendo se apresentar desde niveis basais extremamente baixos (macrofagos e células
epiteliais) até niveis mais elevados (mondcitos e células dendriticas) (HE; FRANCHI,
NUNEZ, 2013; NETEA et al., 2009).

Gracas ao processamento de citocinas chave no processo de inflamacgdo, é possivel
afirmar que a ativacdo do inflamassoma leva a uma resposta intensamente pro-inflamatoria, o
que em um primeiro momento é benéfico no combate a infec¢des flngicas, gragas ao estimulo
a uma polarizacdo de resposta Thl/Thl7, promovida pelas citocinas I1L-18 e IL-1B
respectivamente (VAN DE VEERDONK et al., 2011). Porém, a ativacdo exacerbada e/ou
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constante desta via pode trazer danos a longo prazo, resultando na piora do quadro clinico do
hospedeiro em casos especificos, como na aspergilose invasiva pulmonar em camundongos
com fibrose cistica (MORETTI et al.,, 2014). Este balango entre resposta inflamatdria
protetora e deletéria € um indicio da necessidade de uma regulacdo mais rigida em relacdo a
ativacdo do inflamassoma, com o envolvimento de dois sinais distintos.

O primeiro patogeno fangico cujo o reconhecimento mediante NLRs foi descrito foi
Candida albicans. Simultaneamente, trés estudos foram publicados indicando a ativagdo do
receptor NLRP3 e montagem do inflamassoma frente a infeccdo por C. albicans (GROSS et
al., 2009; HISE et al., 2009; JOLY et al., 2009), descrevendo também: os receptores de
membrana (TLR-2 e dectina-1), as vias de sinalizacdo do primeiro sinal (SyK dependente) e
0s mecanismos de segundo sinal (producdo de ROS, efluxo de potassio e liberacdo de
catepsina B) envolvidos. Estes trés estudos também compartilhavam a indicacdo de que,
havendo delecdo de qualquer uma das principais proteinas envolvidas na plataforma do
inflamassoma NLRP3, havia um pior progndéstico da infec¢do para o hospedeiro. Outro estudo
demonstrou que, além do NLRP3, o reconhecimento de C. albicans pelo inflamassoma
NLRC4 também era importante, especialmente no contexto de infeccBes orais (TOMALKA et
al., 2011). Apesar deste estudo, o inflamassoma NLRP3 ainda € tido como central no combate
a candidiase.

A partir da demonstracdao de importancia do reconhecimento de um patégeno fungico
a partir do NLRP3, diversos outros géneros de fungos foram estudados, em busca da real
importancia deste receptor no reconhecimento e montagem de respostas antifingicas (Tabela
1). O reconhecimento da forma hifal do A. fumigatus, causador da segunda infeccdo fingica
mais prevalente apos a candidiase, promove uma ativacdo do NLRP3, sendo esta dependente
da via SyK (e consequentemente da ativacdo de dectina-1), da produgéo de ROS e do efluxo
de potéssio (SAID-SADIER et al., 2010). Um estudo mais recente demonstrou que, além do
receptor NLRP3, a ativacdo do receptor AIM-2 também era essencial para o reconhecimento
efetivo do fungo e a ativagcdo mais robusta de uma resposta inflamatéria (KARKI et al., 2015).
Este trabalho demonstrou que NLRs em um contexto fungico sdo capazes de realizar um
“cross-talk”, ou seja, mais de um receptor ser ativado pelo mesmo patégeno e produzirem
uma resposta ampliada, evento ja considerado corriqueiro entre os PRRs de membrana. Indo

além, o trabalho também mostrou que dois receptores distintos do tipo NLR s&o capazes de se
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oligomerizar e formar uma (nica plataforma inflamassoma, a partir do recrutamento

simultaneo de ASC e de caspases pro-inflamatorias (caspase-1 e caspase-8).

Tabela 1: Fungos estudados quanto a ativacdo do inflamassoma, com énfase nas condigdes para tal ativacéo e

Agente

Infeccioso

Inflamassoma

Envolvido

Via de
Ativacdo do
NF-xB

consequéncia da dele¢do de seus componentes para o0 hospedeiro.
Mecanismos

de Ativacao

do

Inflamassoma

Delecéo de
Componentes
do
Inflamassoma

Referéncia
Bibliografica

Hise et al., 2009

TLR2/ Dectina- ROS/ K*/ Susceptibilidade
C. albicans | NLRP3/NLRC4 _ P _ Gross et al., 2009
1/ SyK Catepsina B do Hospedeiro Joly et al., 2009
Tomalka et al., 2011
A Susceptibilidade |  Said-sadier etal.,
. NLRP3/AIM-2 SyK ROS/ K* . 2010
fumigatus do Hospedeiro Karki et al., 2015
C. ROS/ K*/ Susceptibilidade Lei etal., 2013
¢ NLRP3 SyK et B do Hospedei Guo et al., 2014
neoformans atepsina 0 Hospedeiro Chen et al., 2015
T. 3 ROS/ K*/ 3
o NLRP3 Nao Estudado . Nao Estudado Lietal., 2013
schoenleinii Catepsina B
) ) ROS/ K*/
M. canis NLRP3 Dectina-1/ SyK ) N&o Estudado Mao et al., 2014
Catepsina B
Malassezia ; Kistowska et al
NLRP3 Dectina-1/ SyK K* N&o Estudado i
spp. 2014
P. NIUEe Dectina-1/ SyK/ ROS/ K*/ Susceptibilidade Tavares et al., 2013
brasiliensis MyD88 Catepsina B do Hospedeiro Feriotti et al., 2017
E ped ] NILEE Dectina-1; 2; 3 ROS/ K*/ Sem Prejuizo ao
. pedrosol . . Castro et. Al., 2017
P SyK Catepsina B Hospedeiro astro

Fungos causadores de dermatofitoses também foram descritos como ativadores de

NLRP3. O inflamassoma NLRP3 se mostrou importante no combate contra Trichophyton

schoenleinii (LI et al., 2013) e Microsporum canis (MAO et al., 2014), sendo que producéo de

ROS, efluxo de potassio e liberacdo de catepsina B foram considerados essenciais para a

ativacdo do mesmo. O estudo realizado com M. canis também indicou a necessidade da

ativacdo de dectina-1 e da via mediada por SyK, sendo que esta necessidade também foi

encontrada para algumas espécies do género Malassezia, um fungo comensal causador de

infeccOes cutaneas (KISTOWSKA et al., 2014). Considerando patdgenos primarios, nosso

grupo verificou a importancia do NLRP3 contra o Paracoccidioides brasiliensis, um fungo

termodimdrfico com grande incidéncia na América Latina. Novamente foi verificada a
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importancia de dectina-1, SyK e dos eventos relacionados ao segundo sinal (TAVARES et al.,
2013). Recentemente, esta ativacdo do NLRP3 pelo P. brasiliensis foi confirmada em modelo
de infeccdo murina, indicando também que a delecdo de elementos relacionados ao
inflamassoma NLRP3 levava a uma diminuicdo da resposta protetora Thl/Thl7, com
consequente piora no controle da carga fungica pulmonar e hepatica e maior mortalidade ao
hospedeiro (FERIOTT] et al., 2017).

Nosso grupo também descreveu a ativagdo do NLRP3 em infec¢bes promovidas pelo
fungo deméaceo Fonsecaea pedrosoi, causador de doenca dérmica cronica denominada
cromoblastomicose. A resposta inflamatdria promovida pelo inflamassoma era dependente do
reconhecimento fungico por dectina-1, dectina-2 e dectina-3, além da via de sinalizagéo
dependente de SyK e do efluxo de potéssio, liberacdo de catepsina B e produgdo de ROS.
Interessantemente, a delecdo do receptor NLRP3 ou da proteina efetora caspase-1 néo
promoveram nenhum impacto no hospedeiro durante a infeccdo murina (CASTRO et al.,
2017). Em conjunto, os estudos envolvendo a ativacdo do inflamassoma por patdgenos
fangicos reforcam a importancia dos CLRs contra infecgbes flngicas, acrescentando o
inflamassoma NLRP3 como outro componente central na imunidade antifangica (Figura 1)
(TAVARES; BURGEL; BOCCA, 2015). Esta intercomunicacdo principalmente entre
dectina-1 e NLRP3 sugere que parte da importancia na montagem de resposta antifungica
creditada aos CLRs se deve em parte a0 NLRP3.

O primeiro estudo envolvendo a ativacdo do NLRP3 pelo C. neoformans revelou que
uma cepa proveniente de infeccdo ndo era capaz de ativar o inflamassoma NLRP3, em sua
forma usual de levedura capsular. No entanto, quando o fungo era induzido a formar biofilme,
a ativacdo do inflamassoma era observada. Enquanto nenhuma producéo significativa de IL-
1B era observada quando células do sistema imune interagiam com as leveduras, a interagdo
com a forma de biofilme levava a altas producOes desta citocina, sendo esta produgéo
dependente da ativacdo canonica do NLRP3, ou seja, sendo necessaria a ativacdo do receptor
NLRP3, do adaptador ASC e da proteina caspase-1. Foi verificado também que esta ativacéo
era dependente dos mecanismos propostos para a ativacdo do inflamassoma, ou seja, a
inibicdo na producdo de ROS, o blogueio do efluxo de potéssio e o impedimento da liberacdo
de catepsina B impediam a producdo de IL-1B frente a infec¢do pelo biofilme do C.
neoformans. Ultimamente, o estudo também demonstrou que a delecao do receptor NLRP3 ou

do adaptador ASC levava ao agravamento da criptococose no hospedeiro, indo em
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concordancia com os resultados encontrados para a grande maioria dos patdégenos fungicos
(LEI et al.,, 2013). Curiosamente, a infeccdo neste estudo foi realizada com a forma

leveduriforme do fungo, que era incapaz de promover a ativacao do inflamassoma in vitro.
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Figura 1 — Esquema representativo do reconhecimento de patégenos flngicos promotores de doencas sistémicas
com subsequente ativacdo de plataformas de inflamassoma, destacando receptores, eventos necessarios para a
ativacdo intracelular e principais proteinas envolvidas. Retirado de (TAVARES; BURGEL; BOCCA, 2015).

Apos este primeiro trabalho, outros dois estudos sugiram e demonstraram que a
ativagdo do inflamassoma NLRP3 pelo C. neoformans néo era tdo direta quando comparado
com outros fungos, necessitando-se de morfologias diferenciais ou pré-requisitos para que o
fungo fosse reconhecido pelo receptor intracelular. Um aspecto essencial na modulagdo da
ativacdo do inflamassoma durante a infec¢do por C. neoformans é o componente principal de
sua capsula polissacaridica, a glucuronoxilomanana (GXM). Utilizando o mutante acapsular
de C. neoformans cap59A e seu tipo selvagem encapsulado H99 observou-se que a linhagem
cap59A induz significativamente a ativagdo do inflamassoma e consequente producdo de IL-

1B tanto in vitro quanto in vivo, em comparagdo com a cepa H99. Este estudo também
demonstrou de que era necessario o fungo viavel para a ativacao do inflamassoma e de que a

reposicdo artificial de polissacarideos capsulares secretados na cepa mutante inibia esta
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ativacdo (GUO et al., 2014). Por ultimo, reportou-se que as leveduras capsulares viaveis de C.
neoformans eram capazes de ativar o inflamassoma NLRP3, desde que previamente
opsonizadas e fagocitadas. As particularidades da ativagdo do inflamassoma por leveduras
opsonizadas incluem: a participacdo de caspase-8 para a completa efetividade do
inflamassoma; a diferenca no nivel de ativagdo verificado entre diferentes sorotipos e uma
ativagdo menos robusta da via quando em comparagdo com 0s respectivos mutantes
acapsulares (CHEN et al., 2015). No geral, os estudos demonstram que o C. neoformans ativa
o inflamassoma NLRP3 e que o mesmo é importante para o hospedeiro no combate a
infeccdo. Especificamente, foi demonstrado que a presenca da capsula ou de seus
componentes é capaz de inibir pelo menos parcialmente a ativagdo do inflamassoma,
provavelmente pela prevencdo de reconhecimento do fungo pelos PRRs de membrana

plasmatica.

Estratégias de evasdo da resposta imune do género Cryptococcus

A capacidade de um microrganismo sobreviver dentro de um hospedeiro susceptivel,
coloniza-lo, proliferar e promover uma patologia a partir de um determinado numero de
celulas € denominada viruléncia. A viruléncia de um patégeno é considerada amplamente
subjetiva, pois geralmente é medida a partir do valor do in6culo necessario para promover
50% de letalidade em um hospedeiro, sendo desta forma regida por variaveis referentes as
condicdes da cepa utilizada, a via de infeccdo e o hospedeiro afetado. Desta forma, alguns
autores defendem que todos estes fatores devem ser levados em consideracdo, para se criar
um valor global que permitiria a comparacdo entre patdgenos distintos entre si, valor este
denominado de potencial patogénico (CASADEVALL, 2017).

Fatores de viruléncia séo considerados certos componentes, mecanismos ou a¢fes que
permitem que o patdgeno alcance a capacidade supracitada (CROSS, 2008). Existem diversos
argumentos contraditérios acerca do que se enquadraria ou ndo dentro destes fatores. Desde a
concretizagdo da teoria do germe e a percepgdo de que existiam microrganismos que
provocavam ou ndo a patologia no hospedeiro (patdgeno contra comensal), tentou se achar
quais eram as caracteristicas que separavam estes dois tipos de microrganismos. Muitos destes
achados foram contraditos, principalmente quando se descobriu o fato de que microrganismos

comensais também podiam promover patologias, porém estes estudos foram essenciais para
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pavimentar a base de conhecimento atual e direcionar novos achados. Atualmente o que se
busca é um entendimento mais aprofundado destes fatores de viruléncia, em um contexto
molecular, genético e de interagcdo com o hospedeiro, visando alvos especificos para a terapia
e prevencdo de infecgOes (ALLEN et al., 2014; AZEVEDO; R1ZZO; RODRIGUES, 2016).

Fungos patogénicos oportunistas e primarios costumam possuir uma gama de fatores
de viruléncia, que garantem a sobrevivéncia do microrganismo e a evasdo do sistema imune
nas interacdes com o hospedeiro susceptivel. O C. neoformans apresenta fatores de viruléncia
capazes de modular a efetividade das células imunes, principalmente em um contexto de
imunocomprometimento. Interessantemente, preconiza-se que esses fatores de viruléncia
foram selecionados gracas ao stress ambiental pelo qual o fungo saproéfita é submetido, como
por exemplo na forma de amebas predadoras com mecanismos fagociticos préximos aos
executados pelos fagocitos mamiferos (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL,
2001).

Entre os fatores de viruléncia do C. neoformans considerados como classicos
podemos citar: Capacidade de crescimento a 37°C; Secrecdo de enzimas como fosfolipases
(SANTANGELO et al., 2004), urease (FU et al., 2018), lacase (WILLIAMSON, 1997) e
superdxido dismutases (COX et al., 2003) ; Presenca de melanina em sua parede celular
qguando dentro do hospedeiro, em presenca de fontes de L-DOPA (WILLIAMSON, 1997);
presenca de uma capsula mucopolissacaridica, que geralmente se apresenta anexada a parede
celular do fungo (O’MEARA; ALSPAUGH, 2012) e a secrecdo de vesiculas extracelulares
que carreiam alguns dos fatores de viruléncia supracitados (RODRIGUES et al., 2008).

As enzimas secretadas pelo C. neoformans sdo essenciais para o estabelecimento da
doenca em hospedeiros susceptiveis, sendo que mutantes que apresentem dele¢do nos genes
codificantes destas enzimas se apresentam hipovirulentos quando comparados ao fungo
selvagem (Figura 2). A deplecéo de fosfolipase B, enzima relacionada com a manutencéo da
integridade da parede fungica e com a invasdo do fungo em tecidos, leva a infec¢cGes mais
brandas em modelos de meningite em coelhos, com menor mortalidade e carga fungica (COX
et al.,, 2001). A deplecdo de lacase tambem reduz a viruléncia do fungo durante a
criptococose, observando-se a diminui¢do da deposicdo de melanina na parede fangica como
consequéncia direta da auséncia da enzima (SALAS et al., 1996). Urease, enzima associada a
transmigracao cerebral promovida pelo fungo, é outra enzima que quando depletada resulta

em hipoviruléncia ao fungo. Mutantes sem a expressdo de urease apresentavam menor carga
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fangica cerebral, apesar de outros 6rgaos nao apresentarem diferencas em sua carga fngica

(OLSZEWSKI et al., 2004). Outras enzimas, como DNAses e superdxido dismutases,

também sdo associadas com uma maior viruléncia. Apesar de ndo haverem estudos com

mutantes destas enzimas, verificou-se que cepas consideradas mais virulentas possuem uma
producdo aumentada destas enzimas (JACOBSON; JENKINS; TODD, 1994; SANCHEZ;
COLOM, 2010).
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Figura 2 — Esquema demonstrando a localizagéo de enzimas consideradas importantes para a viruléncia. Elas
podem se localizar internamente, secretadas livremente ou dentro de vesiculas extracelulares. Retirado de
(ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015).

Apesar da grande importancia creditada as enzimas secretadas no contexto de
viruléncia, o fator de viruléncia considerado como principal do género Cryptococcus € a sua
capsula polissacaridica, que é composta essencialmente pelos polissacarideos
glucoronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), além de uma pequena fracdo de
manoproteinas (ZARAGOZA et al., 2009). Apesar de manoproteinas serem reconhecidas pelo

receptor de manose, levando a ativacdo de uma resposta protetora previamente descrita, a
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capsula do C. neoformans é notoriamente conhecida pelos seus polissacarideos, que sdo
reconhecidos principalmente pelos TLRs 2 e 4. Interessantemente, a ativagdo destes
receptores no contexto da criptococose nao leva a sinalizagdo pré-inflamatoria esperada, e sim
a uma imunossupressdo e dificuldade na ativacdo celular apropriada. Credita-se esta agédo
supressora a ativacdo de outros receptores, como FcyRIIB e CD18, cuja ativacdo leva a
regulacdo negativa do NF-«kB, limitando assim a montagem de uma resposta pro-inflamatoria
(MONARI et al., 2006; MONARI; BISTONI; VECCHIARELLI, 2006). Além de conseguir
subverter o reconhecimento e sinalizacdo dos receptores de membrana, a capsula concede ao
fungo a capacidade de evadir a fagocitose, principalmente em macrofagos residentes, gracas
ao mascaramento de sua parede celular, impedindo que receptores fagociticos reconhegam o
fungo (KOZEL; GOTSCHLICH, 1982; PANEPINTO et al., 2007). Neste contexto, moléculas
de GXM sdo capazes de interferir na deposicdo de complemento C3 na superficie do fungo, a
partir da modificacdo do volume e compactacdo da capsula, promovendo a internalizacao
desta molécula em suas camadas, impedindo assim sua funcdo opsonizante (ZARAGOZA,
TABORDA; CASADEVALL, 2003). Estudos indicam que a capsula também €é importante
para a sobrevivéncia do C. neoformans dentro das células do hospedeiro, gracas a capacidade
adquirida de resistir as espécies reativas de oxigénio geradas pela resposta imune
(ZARAGOZA et al., 2008).

Entretanto, a capsula do C. neoformans ndo concede ao fungo somente propriedades
defensivas. Ja sdo bem descritas as acGes que os polissacarideos de capsula, especialmente o
GXM, exercem sobre as células e moléculas do sistema imune, inibindo ou abortando
totalmente o pleno funcionamento das mesmas. Uma caracteristica notavel destas
intervencdes € a extensa gama de funcdes e células que séo afetadas, tanto na imunidade inata
quanto adaptativa (MONARI; BISTONI; VECCHIARELLI, 2006; VECCHIARELLI et al.,
2013). Alguns exemplos incluem: Inibir a adesdo de neutréfilos ao epitelio ativado,
interferindo nas integrinas dos neutrofilos e nas selectinas do epitélio (ELLERBROEK et al.,
2002, 2004); Suprimir a producdo de quimiocinas por neutréfilos (MONARI et al., 2002);
Reduzir a proliferacdo e atividade de linfocitos T, tanto na apresentacdo de antigenos por
células dendriticas quanto na presenca de mitdgenos diretos, por meio de mecanismos que
envolvem a sinalizacdo por CD45 e mantem a viabilidade dos linfocitos (MARIANO
ANDRADE et al., 2003; PERICOLINI et al., 2010; YAUCH; LAM; LEVITZ, 2006); Reduzir

diretamente a ativacdo e produgdo de moléculas co-estimulatorias em macrofagos e células
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dendriticas, especialmente MHC de classe Il (MONARI et al., 2005a; VECCHIARELLI et
al., 2003); Promover a apoptose de linfécitos T, a partir da ativacdo da via Fas em macrofagos
(MONARI et al., 2005b). Essas intervencOes descritas contribuem no entendimento dos
eventos imunossupressivos que sdo visualizados durante a criptococose, como a reducdo na
migracdo celular leucocitaria (LIPOVSKY et al., 1998) e a diminuicdo das respostas pro-
inflamatdrias durante a infeccdo (VECCHIARELLLI et al., 1996), reforcando a importancia da
capsula e seus componentes como principal fator de viruléncia do C. neoformans.

Na ultima década estudos desvendaram uma nova forma de interacdo entre fungos e os
seus hospedeiros: a producdo e secrecdo de vesiculas extracelulares (EVs) (RODRIGUES et
al., 2007). Esta estratégia € amplamente utilizada por microrganismos em geral, inclusive com
um papel importante na viruléncia e patogénese destes seres (BROWN et al., 2015). Em C.
neoformans, EVs sdo secretadas em tamanhos heterodoxos (20-400 nm) e com conteudo
diversificado (Figura 2). Dentro deste contetido destacam-se moléculas de GXM empacotadas
e as enzimas previamente descritas associadas com viruléncia, como lacase, urease, fosfatase
acida, superdxido dismutase, tireodoxinas, catalase e proteinas de choque térmico, sendo que
estas moléculas se encontram biologicamente ativas dentro das EVs (RODRIGUES et al.,
2008). Recentemente, foi reportado que EVs de diferentes espécies fungicas (C. neoformans,
P. brasilienses, C. albicans e Saccharomyces cerevisiae) carreiam por¢des nao codificadoras
de RNA mensageiro fungico para o0 meio extracelular. Interessantemente, cerca de 10% dos
RNAs identificados eram comuns as 4 espécies estudadas, além de sequéncias com
caracteristicas de microRNA silenciadores (miRNA) (PERES DA SILVA et al., 2015).

Com esta variedade de conteudo, EVs de C. neoformans ja apresentaram efeitos
diversos em células do hospedeiro, como a sua incorporagdo por macrofagos, com
consequente ativacdo e producdo de citocinas (OLIVEIRA et al., 2010) e o aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica frente a invasdo promovida pelo fungo
(HUANG et al., 2012). O fato de contribuir com a patogénese, carreando uma séria de fatores
de viruléncia, fez com que as EVs ganhassem a alcunha de “bolsdes de viruléncia”.
Atualmente cogita-se uma série de funcionalidades para a secrecdo de EVs, como 0 aumento
de viruléncia, o auxilio a producéo da capsula e até mesmo a comunica¢do com outros fungos
e/ou células do hospedeiro (BIELSKA; MAY, 2015). Corroborando com esta hip6tese, um
estudo recente demonstrou que EVs de C. gattii eram capazes de promover um estado

denominado “divisdo de trabalho”, estado em que determinadas células entram em dorméncia
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enquanto outras se multiplicam rapidamente. EVs derivadas de uma cepa hipervirulenta eram
capazes de promover este estado em cepas hipovirulentas ja fagocitadas por macréfagos,
sendo que sem este estimulo o fungo era prontamente eliminado pelo fagocito (BIELSKA et
al., 2018). Desta forma, é possivel verificar duas das hipoteses das funcGes creditadas pelas

EVs em um Gnico exemplo: a comunicacdo entre individuos e 0 aumento da patogenicidade.

Meio Condicionado de C. neoformans e seu efeito na ativagdo do inflamassoma

Em trabalho prévio, nosso grupo demonstrou que moléculas secretadas pela cepa
selvagem B3501 possuiam a capacidade de inibir a ativacdo do inflamassoma em macréfagos
murinos derivados de medula éssea (BURGEL, 2015). A metodologia utilizada envolvia a
preparacdo de meio condicionado para a cepa B3501 (CM35) e para a correspondente mutante
acapsular Acap67 (CMCAP), a partir de cultura por 5 dias em meio minimo (MM). Os
resultados demonstraram que macréfagos primados tratados com CM35 apresentavam uma
reducdo robusta na secrecdo de IL-1f. Em contrapartida, o tratamento foi capaz de alterar a
secrecdo de TNF-a, uma citocina independente da ativacdo de inflamassoma, indicando que a
inibicdo promovida pelo CM35 se dava na via do inflamassoma.

Diversos tratamentos visando fracionar o0 meio condicionado quanto ao: tamanho de
suas moléculas; afinidade polar; resisténcia ao calor e susceptibilidade a clivagem por
proteases foram realizados. A molécula presente no CM35 se demonstrou pequena (<1kDa),
polar, resistente ao calor (121°C) e resistente a acdo de diversas proteases.

O estudo também avaliou a interferéncia do CM35 em outros eventos relacionados
com a ativacdo do inflamassoma, como a liberacdo de LDH a partir da ativagdo do NLRP3
(evento indicativo de morte celular por piroptose) e a producdo de pré-IL-1p intracelular
(evento anterior a ativacdo do NLRP3, coordenado pela ativacdo de NF-kB). Macréfagos
tratados com CM35 apresentavam uma protecdo praticamente completa frente a ativacdo da
piroptose, exibindo baixos niveis de LDH em seu sobrenadante. Em relacdo a producédo de
pro-1L-1pB, macrofagos tratados com CM35 apresentavam um acumulo significativo de niveis
intracelulares desta citocina. Curiosamente, macrofagos tratados com CMCAP também
apresentaram um acumulo nos niveis de pro-IL-1p. Em conjunto, estes resultados confirmam
que o tratamento com CM35 impactava significativamente o funcionamento do inflamassoma

NLRP3 em macrofagos, inibindo eventos dependentes da ativacdo do mesmo (secrecgdo de IL-
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1B e morte celular por piroptose), assim como promovendo um acumulo do substrato desta
via, a pro-IL-1p intracelular.

Imagens obtidas por microscopia confocal mostraram que moléculas derivadas de
GXM eram internalizadas por macrdfagos tratados com CM35 total ou menor que 1kDa. Um
extrato de polissacarideos (PS) extraido de capsula ndo foi capaz de mimetizar o efeito
promovido pelo CM35, ndo alterando a secrecdo de IL-1B em macrofagos primados.
Diferencas entre 0 GXM presente no CM35 e na cépsula reforcaram a necessidade de novos

experimentos utilizando polissacarideos derivados de outras fontes.

Justificativa

A interacdo entre o C. neoformans e hospedeiros susceptiveis possui uma série de
fatores ainda desconhecidos, sendo que fatores de viruléncia descritos a varias décadas foram
recentemente associados com modulacgdes promovidas pelo fungo (FU et al., 2018), enquanto
novos fatores de viruléncia também ainda séo desvendados (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016).
Logo, é de suma importancia a realizacdo destes estudos entre patdgeno e hospedeiro,
principalmente se considerando o C. neoformans um patdgeno global, com limitacdes quanto
a opcgOes terapéuticas e com uma variada gama de fatores de viruléncia que sdo usualmente
essenciais para o estabelecimento da doenca.

O estudo descrito acima estabeleceu que moléculas secretadas pelo C. neoformans da
cepa B3501 era capaz de inibir a ativacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 quando
ativado canonicamente por LPS e nigericina. Entretanto, algumas questdes em aberto exigiam
novos ensaios para uma analise mais completa como: o impacto promovido pelo CM35 nas
proteinas participantes do complexo inflamassoma, especificamente na proteina efetora
caspase-1; o impacto que a inibicdo do inflamassoma promovida pelo CM35 teria nas
interacbes macrofago-Cryptococcus; o real papel das moléculas derivadas de GXM nas
propriedades inibitorias do CM35 e a possivel existéncia de outras moléculas presentes no
meio condicionado e capazes de efeitos similares ao do CM35. Este presente trabalho analisa
estas questdes, trazendo um entendimento maior acerca da acdo do CM35 e suas
consequéncias.

Somadas as moléculas livremente secretadas pelo fungo, a importancia das EVs em
interacdes entre o género Cryptococcus e 0 hospedeiro comegam a ser mais bem elucidadas,

classificando assim este mecanismo de secrecdo como um potencial fator de viruléncia. Desta
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forma, este trabalho tambem verifica se EVs carreiam as mesmas moléculas presentes no
CM35, verificando o impacto das EVs na ativagdo do inflamassoma NLRP3 canonicamente
ativado.
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OBJETIVOS

Geral

Tendo em vista a inatividade do sistema inflamassoma em macrofagos frente a
moléculas secretadas pelo C. neoformans, este trabalho visa aprofundar os conhecimentos
acerca da interacdo entre os componentes secretados livremente e em vesiculas extracelulares
pelo C. neoformans e o sistema inflamassoma NLRP3, avaliando sua ativacdo e as
consequéncias que estas moléculas ocasionam na interacdo fungo — células da imunidade

inata.

Especificos

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

e Andlise das consequéncias promovidas pelos componentes secretados em interacao
com macréfagos, analisando atividade fagocitica, atividade fungicida e eventos de
vomocitose frente a infeccdo por C. neoformans.

e Investigacdo da importancia de moléculas derivadas de GXM nas capacidades
inibitdrias exibidas pelo meio condicionado de C. neoformans e identificacdo de
possiveis moléculas adicionais responsaveis.

e Realizagdo um comparativo da imunomodulacdo induzida pelos componentes
secretados livremente e dentro de vesiculas extracelulares.
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METODOLOGIA
Animais

Os animais utilizados para o estudo foram camundongos da linhagem C57BL/6 com 8
a 12 semanas de idade, obtidos por meio de endocruzamento (linhagem isogénica). A
linhagem C57BL/6 é amplamente utilizada em modelos de estudo para infec¢do por C.
neoformans, sendo considerada uma linhagem susceptivel a infeccdo quando nesta idade,
apresentando resposta imune polarizada para Th2 (BLACKSTOCK; MURPHY, 2004; CHEN
et al., 2008). Todos os camundongos foram criados no biotério do Instituto de Biologia —
UnB, sendo mantidos em padrdo sanitario, recebendo agua e alimentacao “ad libitum”. Todos
os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA-UnB), sob projeto intitulado: “Papel de Receptores de Reconhecimento Padréo
(PRRs) na Infeccdo Murina por Patégenos Fungicos” (UnBDoC n° 55924/2016) e conduzidos

de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacao animal (CONCEA)

Cepas Fungicas

Foram utilizadas trés cepas de C. neoformans, H99 (C. neoformans var. grubii
sorotipo A - VNI), B3501 (C. neoformans var. neoformans sorotipo D- VNIV) e CAP67 (C.
neoformans var. neoformans sorotipo D - mutante acapsular derivado da cepa B3501)
(BULMER; SANS; GUNN, 1967). Estas cepas eram mantidas em meio de congelamento,
composto de 70% de caldo Sabouraud (Himedia) e 30% glicerol (Vetec), armazenadas em
aliquotas congeladas em -80°C por até um ano (SILVA; COSTA; RECHE, 2008). As
aliquotas eram descongeladas e uma pequena aliquota era retirada e plaqueada em agar
Sabouraud, por 72 horas a 30°C. Ap0s este periodo, as placas eram armazenadas a 4°C por até
30 dias. Antes dos ensaios, uma cultura era recuperada destas placas e cultivada em meio
caldo Sabouraud, por 72 horas, a 30°C sob agitacdo de 120 RPM. Subseqguentemente, o
preparo das leveduras era realizado centrifugando uma aliquota a 1200xg por cinco minutos e
ressuspendendo as celulas em tampdo fosfato salina (PBS), repetindo esta operagdo por mais

duas vezes. Apds estas lavagens, o fungo estava pronto para ser utilizado.
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Obtencéo de Macrofagos (BMMs e BMDMs) e Células Dendriticas (BMDCs) Murinos
derivados de Medula Ossea

Células de medula 6ssea (BMs) foram coletadas de camundongos C57BL/6, como
descrito previamente (LUTZ et al., 1999). As BMs foram coletadas do interior do fémur e
tibia dos camundongos, a partir da técnica de lavado femoral. Resumidamente, o0s
camundongos foram sacrificados por meio de asfixia com CO2, seguido pela retirada do
fémur e tibia das duas patas, separadamente. As epifises do fémur e tibia foram cortadas, e foi
realizado um lavado do interior destes utilizando-se uma seringa de agulha fina contendo
meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), obtendo-se assim as células. As células foram submetidas
por um processo de lise de eritrocitos, a partir de um tampédo de lise contendo cloreto de
amonio em tampdo Tris, e em seguida contadas em hemocitometro (Luna™ Automated Cell
Counter — Logos Biosystems). Apds a contagem, as células foram submetidas ao processo de
diferenciacdo celular. Alternativamente, as BMs foram ressuspendidas em meio de
congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) e 10% de dimetilsulféxido
(DMSO — Sigma) e acondicionadas em criotubos, na concentracio de 5x10%/mL. Os criotubos
foram acondicionados em um compartimento denominado “Mr. Frosty” (Thermo Scientific),
gue mantém a viabilidade celular durante o congelamento, a partir de uma queda de
temperatura constante (-1°C por minuto). Este compartimento permanece por 24 horas em
freezer -80°C, sendo os criotubos transferidos apds este periodo para um tanque de nitrogénio
liquido. Prioritariamente ao inicio do procedimento de diferenciacdo, os criotubos foram
submetidos a 37°C em banho-maria, para seu descongelamento, sendo transferidos para um
tubo de plastico contendo 10 mL de RPMI-1640 aquecido a 37°C (MARIM et al., 2010). As
células frescas ou descongeladas foram entdo analisadas quanto a quantidade e viabilidade,
por meio do corante azul de tripan (Sigma).

Apos a verificagdo quando a viabilidade, as BMs foram semeadas e cultivadas (2x10°
células/mL) durante 8 dias em meio de cultura suplementado com 50 mM de 2-
mercaptoetanol, adicionado de 20ng/ml de fator de crescimento de granulocitos-macréfagos
murino (GM-CSF - Preprotech) para a obtencdo de BMDCs e BMDMSs, ou suplementado com
30% de meio condicionado de fibroblastos L929 (LCCM) secretores de fator de crescimento
de macrofagos murinos (M-CSF) para a obtencdo de BMMs. No terceiro dia de cultura, 100%
de volume dos meios de cultura descritos foram acrescentados. No sexto dia de cultura, as

placas contendo GM-CSF tiveram 50% do seu meio de cultura removido e renovado. No
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oitavo dia de cultura, BMDCs ndo aderentes foram coletadas juntamente ao meio de cultura.
BMMs e BMDMs firmemente aderidas foram coletadas utilizando-se um reagente modificado
de tripsina (Tryple Express — Thermo Fisher). Ambas as células foram lavadas e plagueadas
com RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino (SFB) para experimentos futuros.

A linhagem celular L929 é uma cultura de hibridomas murinos com caracteristica de
fibroblastos. Quando em cultura, esta linhagem celular apresenta a capacidade de expressar
grandes quantidades de fator de crescimento de macréfagos (M-CSF) e uma pequena
quantidade de fator de crescimento de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) (ENGLEN et al.,
1995). Estes fatores sdo os responsaveis pela diferenciacdo das células de medula 6ssea em
macrdfagos primarios no procedimento de diferenciacdo supracitado. Para a obtengdo destes
fatores, células L929 foram cultivadas em garrafas de cultura e deixadas em crescimento
(90% de RPMI-1640 e 10% de SFB) até a obtencdo da confluéncia (todo o espaco de cultivo
preenchido). Atingindo este evento, o meio foi reposto e as células permaneceram em situacao
de cultivo por 7 dias. O sobrenadante resultante deste cultivo foi filtrado em membrana de
0,22um para a remogéo de restos celulares e manutengédo da esterilidade, dando origem ao
LCCM.

Obtencéo do Meio Condicionado Bruto e seu Fracionamento

As cepas B3501 e Acap67, apds preparadas como anteriormente descrito, foram
cultivadas por 5 dias (rotacdo de 120RPM a 30°C), na concentragdo de 1x10° leveduras/mL
em meio minimo (MM): glucose (16mM — Vetec), sulfato de magnésio (10mM — Isofar),
fosfato monopotassico (29,4mM — Biotec), glicina (13mM — Invitrogen) e tiamina (3uM —
Vetec), ajustado com hidroxido de potéssio (2N) para o pH 5,5. O meio minimo é indicado na
literatura para promover o crescimento do C. neoformans em um ambiente de stress,
induzindo o0 aumento de sua céapsula e alterando o padrdo de enzimas e fatores de viruléncia
secretados pelo fungo, quando comparado aos meios tradicionais de cultivo (CLARKE et al.,
2016).

Apbs o periodo de cultivo, o meio de cultura com os fungos foi coletado e
centrifugado por duas vezes a 5500xg (5 e 15 min.) para a remocao das células fungicas. O
sobrenadante resultante foi filtrado em membrana de porosidade 0,45um, gerando 0s meios

condicionados brutos. Estes meios passaram posteriormente por um fracionamento por
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tamanho, através de um sistema de ultra filtracdo (Amicon - Millipore), com filtros de
membrana variando entre 100kDa e 1kDa. O objetivo deste fracionamento foi a obtencdo de
uma fragdo dos meios condicionados com moléculas de tamanho menor que 1kDa. O liquido
resultante da ultrafiltracdo foi liofilizado. O produto liofilizado foi ressuspendido em &agua
padrdo Milli-Q, sendo concentrado 10 vezes (10X), gerando assim os meios condicionados
em concentracdo de uso, que para a cepa B3501 foi denominado CM35 e para a cepa Acap67
foi denominado CMCAP.

Anélise dos meios condicionados por espectrometria de massa acoplada a cromatografia
gasosa

Metabolitos dos meios condicionados foram derivatizados como descrito previamente
(KIM et al., 2013). Grupos cetbnicos dos metabdlitos foram derivatizados pela adicdo de
20uL de 30mg/mL metoxiamina em piridina (Sigma-Aldrich) e posterior incubagdo a 37°C
por 90 minutos (1000 RPM). Apoés esta etapa, agrupamentos amina, hidroxila e carboxila
foram modificados com 80uL de N-Methil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA)
(Sigma-Aldrich) com 1% Cloreto de trimetilsililo (TMCS) (Sigma-Aldrich) a 37°C por 30
minutos (1000 RPM). Amostras derivatizadas foram analisadas no equipamento Agilent GC
7890A utilizando a coluna HP-5MS (30m x 0.25mm x 0.25um - Agilent Technologies)
acoplada a um quadrupolo singular MSD 5975C (Agilent Technologies). Amostras foram
injetadas no modo direto com a temperatura do injetor ajustada para 250°C e a temperatura do
forno equilibrada em 60°C. A temperatura de injecdo foi mantida por 1 minuto, elevada para
325°C em uma taxa de 10°C/minuto, sendo mantida por 5 minutos a 325°C. Um padréo de
éster metilico de &acido graxo (FAME) foi processado em paralelo para a calibracdo dos
tempos de retengdo. Os dados coletados foram processados no programa “Metabolite
Detector” (HILLER et al., 2009), a partir da calibracdo dos indices de retencdo baseados no
padrédo FAME, da deconvulagdo e de propriedades de alinhamento cromatografico.
Metabolitos foram identificados pela comparacdo com o banco de dados “FiehnLib” contendo
também metabodlitos adicionais (KIND et al., 2009). Metabdlitos ndo identificados também
foram buscados no banco de dados “NIST14 GC-MS”. Todas as identificagbes foram
manualmente validadas. Intensidades extraidas dos metabolitos foram submetidas a anélise
multivariada de dados no programa “MetaboAnalyst” (PMID: 25897128) a partir da
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normalizacdo das medianas e de log, gerando resultados de “cluster” hierarquico e mapa de

calor.

Obtencdo de Polissacarideos de Capsula e Secretados pelo C. neoformans

Polissacarideos (PS) de cépsula da cepa B3501 foram gentilmente cedidos pela Dr.
Julie Wolf, da Einstein School of Medicine, obtido a partir de metodologia descrita
anteriormente (BRYAN et al., 2005). Resumidamente, as leveduras foram tratadas com
dimetilsulféxido (DMSO) duas vezes por 30 minutos cada, sendo irradiadas posteriormente
com radiacdo gama em PBS por 90 minutos. Ap6s cada um dos tratamentos, os sobrenadantes
eram coletados apo6s centrifugacdo e concentrados em agua utilizando o sistema de
ultrafiltracdo Centricon (Merck Millipore) com membrana de 50 kDa.

Polissacarideos secretados pelo fungo (exo-PS) foram obtidos a partir da coleta da
camada viscosa retida na membrana de 10kDa retida durante o fracionamento do CM35 em
tamanhos diferentes, conforme descrito acima (NIMRICHTER et al., 2007). O exo-PS foi
removido da membrana com o auxilio de um rodo de células de cultura (cell scraper) estéril e

armazenado a 4°C até sua utilizagdo.

Deteccdo de GXM por ELISA

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 50ul da fragdo menor que 1 kDa de meio
condicionado da cepa H99, obtida do sobrenadante de cultivo jovem (2 dias) e velho (15
dias). Apos a sensibilizacdo, as placas foram bloqueadas com solucdo de 1% de BSA,
seguindo-se a adi¢do do anticorpo anti-GXM 18B7. A deteccdo foi realizada utilizando-se um
anticorpo anti-Fc murino conjugado a fosfatase alcalina (Southern Biotechnology). Todas as
incubacdes foram realizadas por uma hora a 37°C e as placas foram lavadas 3 vezes com
solugédo de lavagem TBS-T (Tris-HCI 10mM, Cloreto de sodio 150mM, Nitrato de sodio 1
mM, 0.1% Tween 20, pH 7.4) entre cada etapa. O substrato utilizado para a reacdo foi o p-
nitrofenil fosfato, sendo a absorbancia quantificada a 405nm em um espectrofotdmetro de

placa.
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Captura de GXM por ELISA e Deplecédo de CMs

Meios condicionados (CM35, CMCAP e MM) foram submetidos ao procedimento de
captura de GXM por ELISA (RODRIGUES et al., 2007). Para tal, uma placa de 96 pocos de
alta aderéncia foi adsorvida com o anticorpo 18B7 (10ug/mL durante 1 hora a temperatura
ambiente) e bloqueada com uma solucdo de BSA 1% (1 hora a 37°C). As lavagens entre estas
etapas foram realizadas com PBS + 0,05% TWEEN-20. As amostras foram introduzidas aos
poc¢os no volume de 50uL, pelo periodo de 2 horas. Adicionalmente, o conjugado GXM-18B7
presente na placa de captura foi eluido em tampéo glicina 0,1M (pH 2,6) e reintroduzido em
menor volume de CM35 ou CMCAP (2:1), gerando um meio condicionado com alta
concentracdo de GXM. Estas condi¢Bes foram confirmadas por microscopia de fluorescéncia

confocal.

Deteccdo de GXM por Microscopia de Fluorescéncia Confocal

Para este ensaio, CM35 e seus variantes (depletado de GXM e enriquecido com
GXM), foram utilizados em interagdo com BMMs. Para tal, as células foram plaqueadas em
placa de cultura de 24 pocos com uma laminula circular depositada ao fundo. As células
foram estimuladas com LPS por 4 horas e apds este periodo entraram em interacdo com 0s
meios condicionados.

Apo6s 24 horas de interagdo, as culturas foram lavadas trés vezes com PBS e as células
foram permeabilizadas e fixadas com metanol puro (Vetec), durante dez minutos. Os cultivos
foram entdo novamente lavados trés vezes com PBS e bloqueados durante 60 minutos com
uma solucdo de blogueio (PBS + 10% de SFB). As culturas foram lavadas trés vezes com
solucdo de lavagem (PBS + 2% SFB) e o anticorpo priméario 18B7 (20ug/mL) foi incluido
durante 60 minutos. Procedeu-se posterior lavagem das culturas com solucdo de lavagem,
sendo em seguida adicionado o anticorpo “Alexa Fluor® 633 Goat Anti-Mouse 1gG” (Life
Technologies — anticorpo secundario acoplado ao fluoroforo Alexa 633, com ligacdo em
por¢do Fc de anticorpo murino) por 60 minutos. Apds o periodo de marcacdo, as células
foram novamente lavadas com solucdo de lavagem, desta vez sendo acrescentada uma solugéo
de DAPI (Life Technologies — marcador para nicleo de células de mamifero), por 5 minutos.
As células foram entdo lavadas por uma ultima vez com solucdo de lavagem e as laminulas

circulares foram retiradas do fundo dos pocos, sendo colocadas em uma lamina de
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microscopia tradicional. As laminulas foram entéo fixadas com esmalte incolor e as amostras
foram levadas para um microscopio de fluorescéncia denominado “TCS SP8” (Leica). As
amostras foram lidas em filtros especificos para cada fluoréforo, em objetiva com aumento de

63X e imersdo em o0leo.

Isolamento de Vesiculas

As vesiculas extracelulares foram isoladas a partir do meio condicionado bruto da cepa
B3501, obtido como descrito acima. Apo6s a etapa de filtracdo em 0,45um, o meio
condicionado bruto é concentrado no sistema de ultrafiltracdo (Amicon — Millipore), com
filtro de membrana de 100kDa. As vesiculas sdo recuperadas a partir da coleta do liquido
presente dentro do sistema de ultrafiltracdo (~15mL), que contém uma grande concentracao
de vesiculas retidas pela membrana de filtracdo. Esta suspensdo de vesiculas foi lavada por
ultracentrifugacdo (Optima™ MAX Benchtop — Beckman Coulter) & 100.000xg durante 1 h.
As preparac6es foram submetidas a ciclos repetidos de lavagens e de ultracentrifugacao para o
aumento da pureza (BROWN et al., 2015). Finalmente, a suspensdo foi submetida a uma
técnica de ELISA de captura para GXM, reduzindo assim a presenga do principal
contaminante destas preparacoes (descrita detalhadamente acima).

Para a confirmacdo do isolamento e purificacdo as vesiculas foram fixadas com
fixador de Karnovsky (0,1M) por 4 horas e posteriormente lavadas duas vezes e
ressuspendidas em tampéo cacodilato de sodio (0,05M), descansando por uma noite a 4°C.
Esta suspensdo foi acomodada em cubetas de cristal proprias do aparelho de espalhamento
dindmico de luz (Zetasizer Nano - Malvern). Previamente uma cubeta contendo tampéo
cacodilato de sodio (0,05M) foi utilizada para a medi¢do do background da suspensdo de
vesiculas. Logo apos a leitura do branco, a cubeta com a suspenséo de vesiculas foi analisada
pelo aparelho. ApOs esta etapa, as suspensdes de vesiculas obtidas posteriormente foram
quantificadas por meio de ensaio colorimétrico para a deteccdo de ergosterol (AmplexRed
Cholesterol Assay Kit - ThermoFischer), tendo sua concentragdo adequada para os testes de

interacdo com células murinas.
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Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As vesiculas purificadas foram processadas para a analise por MET. Resumidamente,
as vesiculas foram fixadas com fixador de Karnovsky (0,1M) por 4 horas e posteriormente
lavadas 2X e ressuspendidas em tampéo cacodilato de sddio (0,05M), descansando por uma
noite a 4°C. A suspensdo de vesiculas foi entdo corada a partir da metodologia de contrastacéo
negativa, utilizando o acido fosfotingstico (PTA) 1% como corante. Apds 5 minutos de
contrastagao em um “grid” com formvar, utilizando a técnica de gota, os grids repousaram
durante 30 minutos em papel filtro para a remogédo do excesso de amostra e foram levados
para 0 microscépio de transmissdo JEM-1011 (JEOL), para a obten¢do das imagens.

Microscopia de Varredura (MEV)

As vesiculas purificadas foram processadas para a analise por MET. Resumidamente,
as vesiculas foram pré-fixadas com tampdo Karnovsky (0,1M) por 2 horas. Posteriormente, a
suspensdo de vesiculas foi pos-fixada com tetroxido de dsmio por 30 minutos. As amostras
passaram por sucessivas lavagens em acetona, com aumento seriado na concentracdo (50%,
70%, 90% e duas vezes de 100%). Apds a etapa de desidratacdo, as amostras passaram por
etapa de secagem a ponto critico. Por fim, as amostras foram metalizadas, cobertas com uma
lamina de platina. As amostras metalizadas foram levadas para o microscopio de varredura
JSM-7000F (JEOL), para a obtencao das imagens.

Ensaios de Interacdo com Células Murinas

As células murinas BMMs, BMDCs ou BMDM s foram cultivadas (1x108 células/mL)
e estimuladas ou ndo com LPS (0,5ug/mL) durante 4h, fornecendo o primeiro sinal de
ativacdo do complexo inflamassoma. Apdés este periodo de ativacdo das células, adicionou-se
aos pocos os meios condicionados (CM35 e CMCAP, a 10% viv), MM (10% v/v), PS
derivados de céapsula (200ug/mL), exo-PS secretados em cultura (200ug/mL), vesiculas
extracelulares da cepa B3501 (40 ou 80ng de ergosterol/mL) intactas ou rompidas apds
interacdo com soro fetal bovino (SFB 10% por 18 horas), metabdlitos aromaticos (Sigma-
Aldrich, a 100, 333, 500 ou 1000pM): Acido fenil-lactico (PLA); Acido 3-(4-
hidroxifenil)lactico (HPLA) e Acido 3-indol latico (ILA), carboidratos (Sigma-Aldrich, a
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100uM): Sorbitol (SOR); Manitol (MAN); Trealose (TRE); Glicerilfosforilcolina (GPC) e
Glicerilfosforiletanolamina (GPE), fosfatidilcolina, fosfocolina ou colina (Sigma-Aldrich, a
100, 200, 400 ou 800uM). Por altimo, as células foram estimuladas ou ndo com nigericina
(20uM/mL), fornecendo o segundo sinal para a ativacdo do complexo inflamassoma.
Alternativamente, as células estimuladas com LPS ou nao foram infectadas com as cepas H99
ou Acap67, opsonizadas com o anticorpo 18B7 (10pg/mL — anticorpo opsonizante primario
com ligagcdo em GXM).

O sobrenadante obtido destas culturas foi utilizado para medir a secrecdo das citocinas
IL-1B e TNF-a. Células foram coradas para a observacdo do indice de fagocitose. Células
foram coletadas para a deteccdo da ativacdo de caspase-1 utilizando citometria de fluxo.
Células também foram lisadas para a extracdo de RNA em tampéo Qiazol®, para a deteccdo

da expressao de RNA dos genes codificantes de il1b e nfkbl.

Dosagem de Citocinas por ELISA

Para a dosagem das citocinas, foram utilizados os kits “Mouse IL-1 beta ELISA
Ready-SET-Go!®” ¢ “Mouse TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!®” (Ebioscience). Os
resultados foram obtidos no espectrofotometro de placa “Multiskan™ FC Microplate
Photometer” (Thermo Scientific), no comprimento de onda de 450 nm. As absorbancias da
curva e das amostras foram processadas em um programa denominado SoftMax (Molecular
Devices). A curva de calibracdo utilizada foi na escala “log-log” e a concentracdo das

amostras foi calculada em pg/mL.

Deteccdo de Caspase-1 e Caspase-8 Ativa por Citometria de Fluxo

As células murinas, ao final do ensaio de interagdo com nigericina ou infeccdo com
Acap67, foram recuperadas com o agente de dissociacdo Tryple Express (Gibco). A
concentracéo celular de cada grupo experimental foi ajustada para 5x10°. Para a marcagao, 0
kit FAM-FLICA™ Caspase-1 Assay Kit ou alternativamente o kit FAM-FLICA™ Caspase-8
Assay Kit (Immunochemistry) foram utilizados na concentragdo de 1:30 do volume final. A
marcacdo das células e subsequente leitura no citdmetro de fluxo seguiram as indicacfes

fornecidas pelo fabricante.
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Resumidamente, apds 45 minutos de marcacdo a 37°C, as células foram diluidas em

tampéo fornecido pelo kit, centrifugadas por 5 minutos a 300xg, ressuspendidas em tampéo e
deixadas em repouso por 10 minutos, promovendo a saida das células dos peptideos néo
ligados as caspases ativas. Adicionalmente, as células que receberam estimulo com nigericina
foram duplamente marcadas com iodeto de propideo (PI). Apds este periodo as células foram
novamente centrifugadas, ressuspendidas em tampao e levadas para a leitura no citbmetro de
fluxo (FACSVerse — BD Biosciences).

Um “gate” inicial foi realizado na analise das células tratadas com nigericina, que
selecionou as células positivas no canal PE (FL-2 — PI). Foi realizado um “gate” para todos
0s grupos em uma populacdo homogénea, com caracteristica morfoldgica de macréfagos e a
fluorescéncia foi adquirida no canal FITC (FL-1 — FAM FLICA), na forma de histograma
(Figura 3). Os dados de mediana de fluorescéncia foram utilizados para a comparacao entre 0s
grupos. Para a validacdo do experimento, células consideradas como controle positivo (LPS e
nigericina ou LPS e Acap67) foram levadas ao citbmetro sem a marcacdo FAM-FLICA, para
0 ajuste da morfologia (geracdo do “gate” morfoldgico) e a exclusdo de autofluorescéncia. Os
resultados e analises estatisticas foram obtidos a partir do programa de analise citométrica
“FlowJo”.
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Figura 3 — Esquema de “gates” utilizados para analise citométrica de caspase-1 ativa. A — “Gates” utilizados para
as amostras ativadas por nigericina, a partir da dupla marcacdo FITC/PE. B — “Gates” utilizados para as amostras
ativadas por infeccdo com Acap67, a partir de marcagdo simples FITC.
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Ensaio de PCR em Tempo Real

Células foram lisadas utilizando o tampédo Trizol (Invitrogen), para a obtencdo de
RNA. Posteriormente, adicionou-se cloroférmio puro aos extratos e as amostras foram
centrifugadas (10.000xg por 15min), formando-se uma bicamada. Apds a coleta da porgao
apolar do extrato, adicionou-se alcool isopropilico e as amostras passaram por nova
centrifugacdo (10.000xg por 10min). O sobrenadante foi descartado e os tubos deixados em
fluxo de ar para a secagem completa. Adicionou-se alcool etilico e centrifugou-se novamente
as amostras (7.000xg por 7min). O sobrenadante foi descartado e os tubos deixados em fluxo
de ar para a secagem completa. Adicionou-se 30uL de agua Milli-Q, ressuspendendo o
material genético presente no tubo. A concentracdo e a pureza do RNA extraido foi avaliada
no espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), aferindo a absorbancia em 260 nm
e a razéo de A260/A280. As amostras de RNA foram aplicadas em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo (0,5 pg/mL) para avaliar a integridade e qualidade do RNA. A sintese
de DNA ciclico (cDNA) foi realizada a partir de 1 pg de RNA total de cada amostra,
utilizando o kit RT2 First Strand Kit (Qiagen), conforme instrucdes do fabricante. Para a PCR
em tempo real, o kit GoTAQ® (gPCR Master Mix (Promega, A6001) foi utilizado,
observando as recomendacdes do fabricante. Uma aliquota de 1/5 da reacdo de cDNA foi
inserida em reacdo de amplificacdo de PCR em tempo real, em um volume final de 10 uL (5
pL de GoTAQ® gqPCR Master Mix (Promega), 2,0 pL de cDNA, 2,6 uL de 4gua deionizada e
0,2 uM de cada oligonucleotideo especifico. Todos os oligonucleotideos foram validados
previamente. Os genes analisados foram illb (Forward:
GTGTGTGACGTTCCCATTAGACA; Reverse: CAGCACGAGGCTTTTTTGTTG) e nfkbl
(Forward: AGCCAGCTTCCGTGTTTGTT; Reverse: AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC).
Todas as amplificagcdes foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Os resultados obtidos foram calculados a partir do Ct obtido por cada
amostra para o gene constitutivo gapdh (Forward: TGAAGCAGGCATCTGAGGG; Reverse:
CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG) comparado com o Ct do gene de interesse (illb ou
nfkbl). Para o célculo comparativo AACt, o grupo néo tratado foi escolhido e normalizado
para o valor “1” (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Analise de Indice de Fagocitose

Ap0s serem primadas ou ndo com LPS (0,5ug/mL) e tratadas ou ndo com CM35 por
18 horas, BMMs foram infectadas com a cepa H99 opsonizada com 18B7 (2:1).
Alternativamente, o estimulo com LPS e tratamento com CM35 foram realizados por apenas
3 horas. Apds 2 horas de interagdo, os co-cultivos foram gentilmente lavados com PBS por
trés vezes e as células foram fixadas e coradas utilizando-se o kit de corantes Panotico Réapido
(LaborClin), que contém um fixador a base de metanol e dois corantes hematoldgicos. As
placas de cultivo foram analisadas sobre um microscépio 6tico invertido, sendo o indice de
fagocitose calculado a partir da multiplicacdo entre a porcentagem de macréfagos que
realizaram fagocitose e o numero de leveduras fagocitadas a cada 100 macréfagos.
Alternativamente, os macréfagos foram lisados, as leveduras intracelulares recuperadas e
plagueadas em agar Sabouraud apos diluicdo seriada. Apds incubadas por 3 dias a 30°C, as

coldnias foram contabilizadas.

Ensaio de Atividade Fungicida em Sistema Transwell

Neste ensaio foi utilizado um aparato denominado Transwell® (Corning). Neste
aparato, o poco de cultura fica separado verticalmente por uma plataforma, que se localiza no
centro do poco. Desta maneira, o poco fica com duas cdmaras, uma superior e outra inferior,
onde é possivel o cultivo de dois tipos celulares distintos. A grande vantagem deste sistema é
que a plataforma, além de aportar uma cultura, também age como um filtro, permitindo a
passagem de substancias com menos de 0,80 um, no caso deste trabalho. Neste ensaio, os dois
cultivos celulares dividem o mesmo meio de cultivo, ndo interagindo necessariamente com 0s
mesmos estimulos, mas dividindo necessariamente substancias menores que 0,80 um que
estejam em solucdo no meio de cultivo, como por exemplo, citocinas e pequenas moléculas
secretadas pelo fungo. Desta forma, € possivel verificar a resposta de um grupo celular que,
mesmo ndo sendo infectado e ativando-se em um momento inicial, responde as substancias
geradas por outro grupo celular.

Para este ensaio, BMMs foram plaqueadas tanto na camara superior quanto inferior do
“Transwell”. Os macrofagos da cAmara superior ficaram em repouso durante a primeira parte
do experimento, enquanto os macréfagos da camara inferior receberam os estimulos. Estas

células receberam estimulo com LPS (0,5ug/mL) e apos 4 horas foram infectadas com as
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cepas B3501 ou Acap67 (5:1) opsonizadas com 18B7, ou ndo infectados. Alternativamente, as
camaras inferiores receberam somente as cepas B3501 e Acap67 na mesma concentragdo em
meio contendo LPS (0,5ug/mL), porém sem o plaqueamento de macréfagos. Apds 20 horas
de interacdo, os macrofagos da cdmara superior de todos os grupos foram infectados pela cepa
H99 expressando GFP (2:1), opsonizada com 18B7. Ap0s 3 horas de interacdo as leveduras
extracelulares foram retiradas do cultivo, com trés lavagens com PBS. Apos 21 horas, as
leveduras extracelulares foram novamente retiradas do cultivo, os macréfagos lisados com
SDS 0,05% e as leveduras recuperadas. As leveduras foram quantificadas por citometria de
fluxo (Attune NxT — Thermofisher), sendo realizado um “gate” para a demarcagdo de
populacdo uniforme e outro para a analise somente de células apresentando positividade no
canal FITC (FL-1 — GFP). O aparelho permite a succdo de um volume pré-determinado de
cada amostra, permitindo assim o calculo de concentracdo de leveduras por mL a partir da

obtencdo do nimero de eventos obtidos.

H48
Recuperacgao
~H99-GFP
intracelular

Meio/B3501/Acap67 Meio/B3501/Acap67 Meio/B3501/Acap67

Figura 4 — Desenho experimental do ensaio de atividade fungicida em sistema “Transwell”, destacando os
eventos executados em cada periodo do ensaio quanto a cAmara superior (A) e inferior (B).

Ensaio de Quantificacdo de Eventos de Extrusdo por Citometria

A cepa H99 foi marcada com a sonda fluorescente “Calcofluor White” (10pg/mL por
10 minutos), sendo lavada com PBS trés vezes ap0s a marcacdo. As células BMMs foram
infectadas pela cepa H99 marcada (10:1), opsonizada com o anticorpo 18B7 (20ug/mL),
sendo tratadas concomitantemente com CM35 ou PBS (controle negativo). Para a analise, 0
sobrenadante e o lisado celular dos cultivos foram coletados no periodo de 2, 6, 12 e 24 horas
de interacdo. ApoOs duas horas de interacdo, todos os tempos de cultivo tiveram seu
sobrenadante retirado (sendo o do grupo de 2 horas armazenado) e foram lavados 3 vezes com

PBS morno, para a retirada das leveduras ndo fagocitadas. Apds as lavagens, os cultivos
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receberam meio RPMI + SFB suplementado com fluconazol (10ug/mL). Nos periodos de
tempo supracitados, o sobrenadante foi coletado, seguido de uma nova lavagem com PBS
morno e posterior lise dos macréfagos como solucdo de SDS 0,05%. Desta forma, foram
obtidas leveduras extracelulares e intracelulares nos tempos de interacdo propostos. Apés
cada coleta, as leveduras foram fixadas com paraformaldeido a 1% e armazenadas em local
escuro a 4°C, para posterior leitura no citbmetro de fluxo.

O aparelho utilizado para a analise do experimento foi o citometro “BD LSRFortessa”
(BD), no filtro de fluorescéncia “Pacific Blue”, com excita¢do no laser UV. A dindmica da
leitura envolveu a criagdo de um “gate” em uma populacdo homogénea com morfologia
caracteristica de leveduras de C. neoformans e a alta fluorescéncia presente pela marcacao
com o “Calcofluor White”, procedido pela contagem dos eventos pelo periodo de 4 minutos
para cada amostra. O volume de suc¢do da amostra por segundos é fornecido pelo fabricante
do aparelho, permitindo assim a conversdo do numero de eventos obtidos em cada amostra

para leveduras/mL.

H99
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. ‘ 1887 Lavagens + fluconazol
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Figura 5 — Desenho experimental do ensaio de quantificacdo de eventos de extrusdo por citometria,
demonstrando as etapas realizadas até a obtencdo das leveduras intracelulares e extracelulares e imagem
representativa da perda de fluorescéncia apds replicagdes em leveduras marcadas com calcofluor. Imagem
modificada de (ALANIO; DESNOS-OLLIVIER; DROMER, 2011).
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Anadlise Estatistica

Os resultados apresentados nesse trabalho referem-se a um experimento
representativo, com grupos em triplicata, de pelo menos dois ensaios independentes. A nao
ser quando especificado na legenda, todas a andlise estatistica neste trabalho foi realizada
utilizando o software GraphPad Prism, versdo 7.2 (GraphPad Software). Os graficos foram
desenhados utilizando o modelo de colunas, com representacdo de desvio padrdo entre
amostras (SD) nas barras de erro. A analise estatistica foi realizada a partir do teste “One-way
ANOVA”, com pos teste de “Tukey”. Dados foram considerados significativos quando P <
0,05.
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RESULTADOS

CM35 também ¢é capaz de inibir a secrecdo de IL-1p em macrofagos diferenciados por
GM-CSF e células dendriticas

Estudo prévio realizado pelo grupo e descrito na introdugdo deste trabalho
demonstrava o impacto do tratamento com CM35 na secre¢do de IL-1B em macrofagos
diferenciados por M-CSF (BURGEL, 2015). A diferenciacdo por M-CSF gera um perfil de
macréfago associado a processos anti-inflamatérios, denominado de “macréfago M2” ou
macréfago alternativamente ativado. Enquanto isso, a diferenciacdo por GM-CSF leva ao
macrofago classicamente ativado, denominado macréfago M1 (MARTINEZ; GORDON,
2014). Tendo em vista as diferencas fenotipicas apresentadas por estes perfis, decidimos
avaliar qual seria o impacto do tratamento do CM35 em células diferenciadas com GM-CSF,
no caso macrofagos M1 e células dendriticas.

Os resultados demonstraram que ambas as células apresentaram os mesmos perfis de
secrecdo de IL-1B que os macrofagos M2, frente ao tratamento com diferentes meios
condicionados. Enquanto CM35 era capaz de promover uma inibi¢do robusta na secre¢édo da
citocina, CMCAP e MM ndo promoviam o mesmo nivel de inibicdo nos macréfagos com
perfil M1 (Figura 6A). Curiosamente, MM ndo foi capaz de promover inibicdo significativa
em células dendriticas, provavelmente pela diferenca nos pré-requisitos para a ativacdo e
funcionamento do inflamassoma entre este tipo celular e macréfagos, verificado também pelo
fato do grupo ativado somente com LPS ser capaz de secretar niveis detectaveis de IL-1p
(Figura 6C). Assim como visto no trabalho anterior, nenhum dos tratamentos foi capaz de
interferir com a secrecdo da citocina independente de inflamassoma TNF-o (Figuras 6B e
6D), indicando que nestas células a acdo do CM35 tambem se restringe a sinalizacdo
promovida pelo NLRP3.

CM35 é capaz de inibir a secre¢do de IL-1p promovida por outros estimulos
secundarios, porém nédo de TNF-a mesmo quando adicionado previamente

Tendo em vista que a ativacao do inflamassoma por nigericina representa somente um
dos possiveis eventos necessarios para a ativacdo do NLRP3, a promocdo do efluxo de
potassio. Desta forma, conduzimos um ensaio visando a ativagdo do inflamassoma por um

estimulo mais complexo, a infeccdo pela cepa acapsular Acap67. Estudos indicam que, além
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do efluxo de potassio, a producdo de ROS mitocondrial e a liberacdo de catepsinas no
citoplasma a partir da permeabilizacdo do fagolisossomo séo necessarios para esta ativacao
pelo C. neoformans (CHEN et al., 2015; GUO et al., 2014).
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Figura 6 - CM35 também € capaz de inibir a secre¢do de IL-1p em macréfagos diferenciados por GM-CSF e
células dendriticas. A e C - Niveis de producdo de IL-1p apds ensaio de interacdo entre BMDMs (A) ou BMDCs
(C) estimuladas com LPS + nigericina e CM35, CMCAP ou MM. B e D - Niveis de producéo de TNF-o apds
ensaio de interacdo entre BMDMs (B) ou BMDCs (D) estimuladas com LPS + nigericina e CM35, CMCAP ou
MM. Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: no significativo; *: P <0.033; ***: P <
0.001.

Os resultados obtidos a partir da interacdo de BMMs com a cepa Acap67 mostraram
perfil semelhante ao obtido com o estimulo com nigericina. Novamente, 0s macrofagos
tratados com CM35 apresentaram menor secre¢do de IL-1 quando comparados ao grupo
controle positivo (Figura 7A). Interessantemente, assim como visto no ensaio com células
dendriticas, o tratamento com MM ou com glicina ndo foi capaz de promover a inibicdo na

secre¢do da citocina frente a infeccéo pelo fungo.
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Outro ensaio importante realizado neste contexto foi o tratamento de BMMs com
meios condicionados previamente ao estimulo com LPS, para confirmar se estes tratamentos
ndo exerciam nenhuma alteracdo na via de sinalizagdo de NF-«xB. Como esperado, o
tratamento prévio de BMMs com CM35, CMCAP ou MM por 18 horas nao foi capaz de
inibir a secrecdo de TNF-a apds estimulo de LPS por 4 horas (Figura 7B), confirmando que as
propriedades inibitérias do CM35 se restringem a via do inflamassoma, e ndo ao primeiro

sinal fornecido por estimulos extracelulares.
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Figura 7 - CM35 € capaz de inibir a secrecdo de IL-1p promovida por outros estimulos secundarios, porém nio
de TNF-o mesmo quando adicionado previamente. A — Niveis de producdo de IL-1p apés ensaio de interagao
entre BMMs estimuladas com LPS + Acap67 e CM35, MM ou glicina. B - Niveis de producdo de TNF-a ap0s
ensaio de interacdo entre BMMs tratadas com CM35, CMCAP ou MM e estimuladas posteriormente com LPS.
Comparacdes foram realizadas com o grupo controle positivo LPS + Acap67 (A). Amostras foram comparadas e
sua significancia indicada como ns: ndo significativo; ***: P <0.001.

Inibicdo da secrecdo de IL-1B promovida pelo CM35 envolve inibicdo da ativacio de
caspase-1 e caspase-8

Tendo em vista que a inibicdo do inflamassoma promovida pelo CM35 afetou eventos
usualmente dependentes da ativacdo de caspase-1 em macrofagos (processamento e secrecao
de IL-1B e morte celular por piroptose), foram desenhados ensaios visando a detec¢do da
porcdo ativa desta enzima e visualizacdo de possivel inibicdo exercida pelo CM35 em sua
autoclivagem. A deteccdo de qualquer alteragdo nos niveis de caspase-1 ativa é um forte
indicativo que a ativagdo e montagem da plataforma de inflamassoma esta afetada,
considerando que a ativacdo desta enzima € a Ultima etapa estrutural na sinalizacédo

dependente da ativacdo de NLRPs.
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A metodologia empregada foi a recuperacédo das células intactas apds a interacdo e a
marcacdo das mesmas com um peptideo especifico para caspase-1 ativa, ligado a um
fluoréforo (YVAD-FLICA-FAM). Na andlise por citometria de fluxo, a presenca de maior
fluorescéncia nas células era um indicio direto da ativacdo da caspase-1.

Ambas as metodologias apresentaram resultados semelhantes, comprovando a
hipGtese de que o tratamento de macrofagos com CM35 é capaz de inibir a ativagdo de
caspase-1. Foi verificado que, independente do estimulo utilizado (nigericina ou infeccéo por
Acap67), a adicdo de CM35 ao cultivo foi capaz de reduzir a presenca de caspase-1 ativa no
interior destas células (Figura 8A-D). Em contrapartida, a adicdo de MM néo foi capaz de
alterar significativamente a presenca de caspase-1 ativa, independente do estimulo utilizado.
Em conjunto, estes resultados indicam que, mesmo ndo sendo total, o tratamento com CM35
promove um impedimento para a autoclivagem da caspase-1, inibindo sua ativacdo em
ambiente intracelular e consequente secrecdo para o0 meio extracelular.

Tendo em vista o impacto moderado visualizado na ativacdo de caspase-1, decidimos
investigar a inibicdo promovida pelo CM35 na ativagdo de caspase-8, enzima que, apesar de
usualmente associada com a ativacdo ndo candnica de inflamassomas, é descrita como um
importante regulador da funcionalidade do inflamassoma NLRP3 (GURUNG et al., 2014). Os
resultados obtidos a partir da analise citométrica da ativacdo de caspase-8 foi semelhante aos
dados obtidos para caspase-1. O tratamento com CM35 foi capaz de reduzir a ativagédo
intracelular de caspase-8, enquanto o tratamento com MM ndo trouxe nenhuma inibicao
significativa (Figura 9A e B). Desta forma, as analises citométricas em conjunto indicam que
0 CM35 ¢é capaz de promover alteracdes na proteina efetora (caspase-1) e em uma proteina
reguladora (caspase-8) no inflamassoma NLRP3, fatores que sugerem uma possivel inibicao

em etapas anteriores na montagem do inflamassoma.
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Figura 8 - Inibicdo da secrecdo de IL-1p promovida pelo CM35 envolve a inibigdo na ativagdo de caspase-1. A e
C — Niveis intracelulares de caspase-1 ativa em BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas ou ndo com
CM35 e MM. Graficos representativos da fluorescéncia registrada no filtro FITC (A) e da mediana de
fluorescéncia em cada grupo (C). B e D — Niveis intracelulares de caspase-1 ativa em BMMs estimuladas com
LPS + Acap67 e tratadas ou ndo com CM35 e MM. Graficos representativos da fluorescéncia registrada no filtro
FITC (B) e da mediana de fluorescéncia em cada grupo (D). Amostras foram comparadas e sua significancia
indicada como *: P <0.033; **: P <0.002; ***: P <0.001.

Tratamento com meios condicionados induz a transcricéo de gene illb

Apos a confirmacdo que o tratamento de macr6fagos com CM35 inibia a ativacdo de
caspase-1 e tendo em vista que CM35 e CMCAP promovem um aumento nos niveis proteicos
intracelulares de pro-IL-1B em macrofagos estimulados, decidimos investigar se o acimulo
desta citocina estava diretamente ligado com uma menor efetividade do inflamassoma ou se
haviam outros fatores envolvidos. Portanto, analisamos o perfil de expressdo génica dos

macrofagos submetidos a estes tratamentos.
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Figura 9 - Inibicdo da secrecéo de IL-1p promovida pelo CM35 envolve a inibigdo na ativagdo de caspase-8. A e
B — Niveis intracelulares de caspase-1 ativa em BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas ou ndo com
CM35 e MM. Graéficos representativos da fluorescéncia registrada no filtro FITC (A) e da mediana de
fluorescéncia em cada grupo (B). Amostras foram comparadas e sua significncia indicada como *: P < 0.033;
**: P <0.002.

Macrofagos estimulados e tratados com CM35 e CMCAP apresentarem niveis
significativamente elevados de transcricdo do gene illb quando comparados ao grupo que
somente foi estimulado com LPS e nigericina, enquanto aqueles tratados com MM né&o
apresentaram diferenca (Figura 10A). Em relacédo a expressao do gene nfkbl, CM35 e MM
promoveram uma expressao elevada em comparacdo ao grupo controle, enquanto CMCAP
ndo apresentou alteracdes significativas (Figura 10B). Comparativamente, a transcricdo do
gene illb se apresentou muito mais elevada frente ao tratamento por CM35 quando
comparada ao nivel de transcricdo de nfkbl. Vale salientar que os lisados celulares para
extracdo de DNA foram obtidos 24 horas ap6s o estimulo com LPS, o que ajudaria a explicar
a baixa transcricdo destes genes no grupo positivo, embora exista uma modulacdo positiva em
comparagao ao grupo negativo. Estes resultados demonstram que os meios condicionados sao
capazes de interferir intensamente com a transcricdo do gene illb, mesmo ap6s 24 horas do
primeiro estimulo pré-inflamatorio, fato que corrobora com os niveis proteicos de pro-1L-1

visualizados nos macréfagos tratados com estes meios.
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Figura 10 - Tratamento com meios condicionados induz a transcricdo de gene illb. A-B — Niveis de transcritos
dos genes illb (A) e nfkbl (B) em lisados de BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas ou ndo com
CM35, CMCAP ou MM. Os transcritos do gene gapdh foram utilizados como valor constitutivo e os valores do
grupo controle negativo normalizados como padrdo. Comparacdes foram realizadas com o grupo controle
positivo LPS + nigericina. Amostras foram comparadas e sua significAncia indicada como *: P < 0.033; **: P <
0.002; ***: P <0.001.

Fagocitose é prejudicada em macréfagos tratados previamente com CM35

Apesar de aparentemente ndo promover impacto na ativacdo dos PRRs de membrana e
na sinalizacdo decorrente da ativacdo de NF-kB (Figura 7B e 14B), o tratamento com CM35
afeta vias de sinalizacdo intracelular e inibe o processamento e secrecao de citocina chave na
resposta pro-inflamatoria. Essas duas caracteristicas inibidas pelo CM35 se encontram
presentes na sinalizagdo promovida pelo receptor Fcylla, que reconhece o fungo opsonizado
pelo anticorpo 18B7 (MONARI et al., 2006; VAN DEN HERIK-OUDIJK et al., 1995). Sendo
a fagocitose um evento importante e que dita o desfecho da interacdo entre macréfagos e o C.
neoformans, investigamos o impacto que a inibi¢do na ativagcdo do inflamassoma promovida
pelo CM35 poderia gerar neste mecanismo.

O tratamento com CM35, CMCAP ou MM por 3 horas anteriormente a infecgéo pela
cepa H99 nao foi capaz de alterar a fagocitose do fungo. Nem mesmo o estimulo com LPS
por 3 horas alterou a capacidade fagocitica apresentada pelas BMMs (Figura 11A). Em
contrapartida, macrofagos tratados com CM35 por um longo periodo (18 horas) antes de
serem infectados apresentaram capacidade fagocitica significativamente reduzida (Figura
11B). Interessantemente, o estimulo prolongado com LPS neste ensaio aumentou a
capacidade fagocitica, porem ndo foi o suficiente para reverter o impacto exercido pelo

tratamento com o meio condicionado. Conclui-se entdo que as capacidades inibitdrias
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apresentadas pelo CM35 também incluem o impacto na fagocitose do C. neoformans
opsonizado com o anticorpo 18B7, apesar dos resultados indicarem que este impacto se
apresenta em tempos tardios e ndo durante o inicio da interacdo entre levedura e macré6fago.
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Figura 11 - Fagocitose é prejudicada em macréfagos tratados previamente com CM35. A — NUmero de coldnias
contabilizadas em placas agar Sabouraud, derivadas de leveduras intracelulares obtidas ap6s lise de BMMs
estimuladas ou ndo com LPS e tratadas com meios condicionados por 3 horas e infectadas posteriormente com
H99 por 2 horas. B — indice de fagocitose calculado a partir do nimero de leveduras intracelulares em BMMs
estimuladas ou ndo com LPS e tratadas ou ndo com CM35 por 18 horas e infectadas posteriormente com H99
por 2 horas. Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo; ***: P < 0.001.

Infeccdo por B3501 impacta atividade fungicida em macréfagos adjacentes néo
infectados em primeiro momento

Como descrito anteriormente, a montagem de uma resposta pré-inflamatéria
polarizada Thl é importante para o controle da criptococose e melhor progndéstico para o
hospedeiro. Neste contexto, a producdo de citocinas derivadas do inflamassoma € importante
para a manutencdo desta resposta pro-inflamatoria (UPADHYA et al., 2016). Tendo em vista
as diferencas apresentadas nos niveis de producao de IL-1p em infeccdes pelas cepas B3501 e
Acap59 (CHEN et al., 2015) e a diferenca na inibicdo da secrecéo desta citocina pelos meios
condicionados CM35 e CMCAP, decidimos investigar se a ativagéo e inibi¢do diferencial do
inflamassoma seriam capazes de modular a capacidade fungicida de macréfagos presentes no
microambiente.

Estudos prévios realizados pelo grupo haviam mostrado que macréfagos primados e
tratados com meios condicionados e infectados com H99 opsonizado com 18B7 ndao
apresentavam diferencas quanto a capacidade fungicida, visualizada a partir da quantificagcdo

da carga fangica apds 24 horas de infeccdo (BURGEL, 2015). Vale ressaltar que os
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tratamentos foram realizados por um curto periodo de tempo antes da infeccdo, e como visto
no ensaio de fagocitose, talvez este periodo de tempo seja insuficiente para que impactos na
capacidade fungicida sejam notados. Desta forma, decidimos realizar um ensaio utilizando o
sistema “Transwell” (Figura 4), sendo deixado um periodo de 24 horas entre infec¢des. O
objetivo era verificar o impacto de um microambiente contendo macrofagos infectados por
B3501 ou Acap67 em macréfagos que, apesar de dividirem o mesmo microambiente, ndo
foram infectados por estas cepas.

O primeiro passo foi a validacdo da metodologia, visando a verificacdo de que ndo
haveria migracdo de leveduras de C. neoformans de uma camara para outra, no caso, da
camara inferior para a superior. Para tal, foram utilizadas cepas ndo fluorescentes para as
infeccbes da camara inferior (B3501, Acap67 ou macrofagos ndo infectados), enquanto na
camara superior macrofagos foram infectados com H99 expressando GFP. Cerca de 99% das
leveduras obtidas a partir da lise de macrofagos nas camaras superiores dos trés grupos
experimentais apresentaram fluorescéncia positiva para o canal FITC, demonstrando
expressaram GFP (Figura 12). Este dado mostra que somente a cepa H99 foi recuperada para
a analise, indicando que ndo ha migracdo de leveduras da camara inferior para a camara
superior e validando assim o0 ensaio.

Os resultados dos ensaios de “Transwell” demonstraram que macréfagos inseridos em
um microambiente contendo macréfagos infectados por B3501 estdo mais susceptiveis ao
crescimento intracelular do C. neoformans. Este fato foi verificado pela maior carga flngica
intracelular apresentada por macrofagos presentes na camara verticalmente adjacente a
camara dos macrofagos infectados por B3501, quando comparados a macr6fagos presentes
em camaras verticalmente adjacentes a macrofagos infectados por Acap67 ou ndo infectados
(Figura 13A). Curiosamente, ndo houve diferenca significativa na carga fungica intracelular
entre 0s grupos verticalmente adjacentes aos macrofagos infectados por Acap67 ou nédo
infectados, indicando que a ativacdo dos macrofagos pelo fungo acapsular e subsequente
secrecdo de IL-1p ndo auxiliaram na contencdo do crescimento intracelular do C. neoformans
em macrofagos adjacentes. Neste contexto, as moléculas secretadas no meio durante a
interacdo entre macrofagos e B3501 sdo as provaveis responsaveis pela susceptibilidade
apresentada pelos macrofagos inseridos neste microambiente. Outro fator interessante
investigado foi que na auséncia de macrdéfagos nas camaras inferiores, as cepas B3501 e

Acap67 ndo eram capazes de modular a capacidade antifungicida de macrofagos adjacentes,



Universidade de Brasilia hl‘l
63
PPG - Biologia Microbiana U n B

sendo que os macrdéfagos nas camaras superiores verticalmente adjacentes a estes fungos

apresentavam as mesmas cargas fangicas intracelulares que os macréfagos em camara
adjacente a meio de cultivo (Figura 13B). Este resultado indica a importancia da cepa B3501
estar inserida em um ambiente estressor para que suas moléculas secretadas apresentem

capacidades inibitdrias, como as vistas no CM35, obtido através do crescimento fingico em
meio minimo estressor.
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Figura 12 — Validacdo da integridade de membrana no Sistema “Transwell”. Analise citométrica de leveduras
intracelulares em BMMs infectadas com H99 expressando GFP (2:1) na camara superior do aparato. BMMs na
camara inferior foram estimuladas com LPS somente (A) ou infectadas concomitantemente (5:1) pelas cepas
B3501 (B) ou Acap67 (C).
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Figura 13 - Infeccdo por B3501 impacta atividade fungicida em macréfagos adjacentes ndo infectados em
primeiro momento. A — Andlise citométrica de leveduras intracelulares em BMMs infectados por H99
expressando GFP (2:1) na camara superior do aparato. BMMs na cdmara inferior foram estimuladas com LPS
somente ou infectadas concomitantemente (5:1) pelas cepas B3501 ou Acap67. B - Analise citométrica de
leveduras intracelulares em BMMs infectados por H99 expressando GFP (2:1) na cAmara superior do aparato. A
camaras inferiores receberam meio de cultivo com LPS somente ou com a presenca de B3501 ou Acap67.
Comparagdes foram realizadas com o grupo de macréfagos na camara inferior infectados com B3501 (A).
Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo; ***: P <0.001.

CM35 potencializa os eventos de vomocitose entre C. neoformans e macréfagos murinos

Apbs investigar o impacto de moléculas secretadas pela cepa B3501 nas funcdes
fagociticas e fungicidas de macrdéfagos, o proximo passo foi investigar relagdes mais
especificas da interagdo entres essas células e o C. neoformans. Investigamos assim o
mecanismo de vomocitose, classificado como uma exocitose néo litica em que tanto a célula
mamifera quando a célula fungica permanecem viaveis apds o evento. Para tal, foi desenhada
uma analise citométrica envolvendo a deteccdo de leveduras intracelulares e extracelulares
que ndo passaram por processo de replicacdo, através da marcacdo destas leveduras com a
sonda “Calcofluor White” (Figura 5). O objetivo foi o de quantificar as leveduras que se
encontravam presentes no interior dos macrofagos no inicio do ensaio e que ao longo do
ensaio migrariam para 0 meio extracelular, contabilizando somente leveduras que
apresentassem uma alta fluorescéncia para “Calcofluor White” e excluindo as que
apresentassem baixa intensidade de fluorescéncia, ou seja, derivadas de replicacdo por
brotamento.

Este ensaio demonstrou que macrdfagos tratados com o CM35 concomitantemente a
infeccdo ndo eram capazes de reter o fungo em ambiente intracelular, favorecendo assim os
eventos de vomocitose. Apds 12 horas de infeccdo, macrofagos tratados com CM35
apresentavam mais leveduras com alta fluorescéncia em seu meio extracelular, quando

comparados aos macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento (Figura 14A). Este
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fendmeno se repetiu no tempo de 24 horas, com uma quantidade ainda maior de leveduras

com alta fluorescéncia no meio extracelular de macrofagos tratados, indicando um impacto
continuo do CM35 em relacdo ao mecanismo de vomocitose. Interessantemente, no tempo de
6 horas ndo houve nenhuma alteracdo entre os grupos, indicando que um periodo de tempo
consideravel é necessario para que os efeitos do CM35 comecem a aparecer, assim como nos
ensaios de fagocitose e efeito fungicida.

Adicionalmente, o numero de leveduras intracelulares com alta fluorescéncia
apresentou uma queda maior nos macrofagos tratados com o CM35 quando comparados a
macrofagos ndo tratados, sendo esta diferenca perceptivel apds 12 horas de interacdo (Figura
14B). Corroborando com os dados de vomocitose, macréfagos tratados com CM35
apresentaram um namero ainda menor de leveduras intracelulares com alta fluorescéncia no

tempo de 24 horas e um ndmero equiparavel ao dos macréfagos néo tratados no tempo de 6
horas.
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Figura 14 - CM35 potencializa os eventos de vomocitose entre C. neoformans e macr6fagos murinos. A e B —
Anélise citométrica de leveduras extracelulares presentes no sobrenadante (A) e intracelulares presentes no
lisado (B) de BMMs tratadas ou ndo com CM35 e infectadas com a cepa H99 (10:1), marcadas com alta
fluorescéncia para “Calcofluor White”. Todos os cultivos receberam fluconazol (10pg/mL). As leveduras foram
recolhidas nos tempos de 2, 6, 12 e 24 horas, sendo os histogramas representativos do tempo de 24 horas.
Amostras foram comparadas e sua significAncia indicada como **: P <0.002; ***: P < 0.001.
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Quando observados em conjunto, nota-se que os resultados referentes a leveduras
intracelulares foram inversamente proporcionais aos obtidos referentes a leveduras
extracelulares, reforcando a hipGtese de que estas leveduras detectadas no ambiente
extracelular se encontravam anteriormente em ambiente intracelular. O fato de que o
tratamento com CM35 ndo interfere na viabilidade de macrofagos é outro indicio que reforca
a hipétese que o mecanismo pelo qual estas leveduras se encontram no ambiente extracelular
é o de vomocitose. Outro dado importante encontrado nestes resultados é que o acréscimo
concomitante de CM35 e o C. neoformans no ensaio de co-cultivo com macréfagos ndo foi
capaz de alterar a fagocitose das leveduras, ndo apresentando diferencas entre as células
tratadas e ndo tratadas quanto ao numero de leveduras em meio intracelular no tempo de 2
horas de interacdo (Figura 14B), corroborando com os resultados obtidos nos ensaios de

fagocitose.

Polissacarideos secretados contendo GXM nao sdo capazes de inibir a secrecdo de IL-1p

Baseando-se no fato de que o meio condicionado obtido da cepa capsular de C.
neoformans (CM35) apresentava agfes inibitorias mais pronunciadas quando comparado ao
meio condicionado obtido da cepa acapsular (CMCAP), ensaios foram planejados para
verificar se a molécula inibitdria presente no CM35 ndo seria derivada de GXM. Esta hipotese
havia sido investigada, porém de maneira limitada, considerando que moléculas de GXM que
constituem a capsula se diferem em varios aspectos dagquelas que sdo secretadas no meio de
cultivo (FRASES et al., 2008).

Para tal, inicialmente foi verificado se exopolissacarideos secretados durante o
crescimento da cepa B3501 em MM eram capazes de inibir a secre¢do de IL-1p, assim como
0 meio condicionado resultante. Assim como os polissacarideos de origem capsular, o0 ensaio
com exopolissacarideos demonstrou que, independente da origem dos polissacarideos, eles
ndo mimetizavam as inibicdes promovidas pelo CM35, mantendo os niveis de secrecao de IL-
1B praticamente inalterados (Figura 15). Considerando que estes exopolissacarideos foram
obtidos de uma membrana de 10kDa e que a fragdo considerada ativa foi a menor que 1kDa,
novos ensaios foram desenhados visando a investigacdo mais profunda da presenga ou

auséncia de papel inibitério da GXM diretamente no meio condicionado.
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Figura 15 - Polissacarideos secretados contendo GXM ndo séo capazes de inibir a secre¢do de IL-1B. Niveis de
producdo de IL-1f apés ensaio de interagdo entre BMDCs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com
CM35 ou exopolissacarideos (exo-PS). Comparagdes foram realizadas com o grupo controle positivo. Amostras
foram comparadas e sua significancia indicada como ns: néo significativo; **: P <0.002.

Para investigar mais precisamente a presenca de GXM no meio condicionado,
realizamos um ensaio mais sensivel de detecgdo de GXM na fracdo menor que 1kDa. Com 0
apoio do Dr. Radamés Cordero, da “Johns Hopkins School of Public Health™, realizamos um
ensaio de deteccdo de GXM em meios condicionados de H99 cultivados em MM por 2 ou 15
dias. Para tal, foi realizado um ensaio de ELISA utilizando os meios condicionados e
concentracgdes seriadas do anticorpo 18B7.

Resultados demonstraram que concentragdes entre 10 a 20pug/mL do anticorpo eram
suficientes para a deteccdo de GXM em ambos 0s meios condicionados testados, ndo havendo
diferenca no sinal entre 0 meio condicionado jovem e antigo (Figura 16). Este resultado
demonstra com maior sensibilidade a presenga de moléculas derivadas de GXM em fracGes
menores que 1kDa de meios condicionados de C. neoformans, corroborando com resultados
obtidos em ensaios prévios, em que foi utilizada a concentragdo de 20pg/mL. Outro fator
interessante que este ensaio indicou foi que as moléculas derivadas de GXM apresentam um
grau significativo de estabilidade, tendo em vista que o sinal obtido pelo anticorpo 18B7

permanece inalterado mesmo nos cultivos de 15 dias.
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Figura 16 — Deteccdo de GXM em CMs por ELISA. Absorbéancia quantificada a partir da deteccéo de
GXM pelo anticorpo 18B7 (20 pg/mL — 0,1 ng/mL) em fracdes abaixo de 1kDa de meios condicionados
derivados de culturas (2 ou 15 dias) de H99.

Ap0s a confirmacado da presencga de moléculas derivadas de GXM nas fragdes menores
gue 1kDa de meio condicionado de C. neoformans e da constatacdo de que o anticorpo 18B7
é capaz de se ligar nessas moléculas, fez-se um procedimento de captura de GXM por ELISA
nos meios CM35, assim como em CMCAP e meio minimo para controle. O objetivo era a
maior reducdo possivel de GXM no CM35, a fim de se verificar se sua deplecéo alteraria as
acOes inibitorias visualizadas previamente. Outro procedimento realizado foi a eluicdo de
GXM da placa de ELISA e sua reincorporacdo no CM35, obtendo assim um meio
condicionado enriquecido com estas moléculas.

A efetividade do procedimento de captura de GXM por ELISA foi confirmada a partir
do processamento de CM35 total pelo ELISA. A técnica empregada para a detec¢do do GXM
nas amostras processadas foi a de internalizagcdo dos meios condicionados por macréfagos e
subsequente captura de imagens por microscopia de fluorescéncia confocal. As imagens
confirmaram a eficacia do processamento, apresentando uma quantidade significativa de
GXM nos macréfagos tratados com CM35 pré-ELISA (Figura 17A), uma deplecdo de GXM
nos macrofagos tratados com CM35 ap6s o ELISA de captura (Figura 17B) e a maior
presenca desta molécula nos macréfagos tratados com CM35 enriquecido com GXM
recuperado das placas de ELISA (Figura 17C).
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Figura 17 — Validacdo da técnica de captura de GXM por ELISA. BMMs foram tratados com CM35 total (A),
CM35 apds o processamento de captura de GXM por ELISA (B) e CM35 reconstituido com GXM recuperada
das placas de ELISA (C). Células foram marcadas para o contelido nuclear (azul — marcado com DAPI) e para
GXM (vermelho — Alexa Fluor 633). Imagens foram obtidas utilizando microscopia confocal de fluorescéncia.

Com a obtencéo das fragdes menores que 1kDa de CM35, CMCAP e MM processadas
guanto a concentracdo de GXM, o proximo passo foi a realizacéo de ensaios de interacéo para
a verificacdo das caracteristicas inibitdrias destes meios processados frente a ativacdo do
inflamassoma. Os resultados obtidos foram proximos aos ja observados anteriormente com 0s

meios condicionados sem processamento. Mesmo com a deplecdo de GXM, CM35 continuou
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apresentando reducdo significativa na secrecdo de IL-1pB, enquanto CMCAP e meio minimo
apresentaram apenas reducdo moderada (Figura 18A). A reincorporacgdo e enriquecimento de
GXM também ndo foi capaz de alterar o padrdo inibitério promovido pelo CM35, fato
visualizado a partir da manutencao da inibicdo na secrecdo de IL-1PB independentemente da
guantidade de GXM presente no meio condicionado (Figura 18B). O processamento de
CMCAP também ndo promoveu nenhuma alteragdo no padréo inibitorio exibido previamente
(Figura 18C), fato j& esperado devido a auséncia de GXM neste meio condicionado.
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Figura 18 - Processamento de meios condicionados por ELISA de captura de GXM ndo altera suas
caracteristicas inibitorias. A — Niveis de producdo de IL-1p apds ensaio de interacdo entre BMMs estimuladas
com LPS + nigericina e tratadas com CM35, CMCAP e MM apds processamento por ELISA de captura de
GXM. B - Niveis de produgdo de IL-1p ap6s ensaio de interacdo entre BMMs estimuladas com LPS + nigericina
e tratadas com CM35, CM35 apo6s processamento por ELISA de captura de GXM ou CM35 enriquecido com
material recuperado de ELISA. C - Niveis de producdo de IL-1B ap06s ensaio de interacdo entre BMMs
estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, CMCAP, CMCAP apo6s processamento por ELISA de
captura de GXM ou CMCAP enriquecido com material recuperado de ELISA. Amostras foram comparadas e
sua significancia indicada como ns: ndo significativo; *: P <0.033; ***: P <0.001.
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Em conjunto, estes resultados trouxeram uma melhor compreensdo da presenca de
moléculas derivadas de GXM na fracdo menor que 1kDa do meio condicionado derivado de
C. neoformans e da auséncia de importancia destas moléculas nos efeitos inibitorios
apresentados pelo CM35. O tratamento de células com exopolissacarideos contendo GXM
ndo foi capaz de inibir a secrecdao de IL-1p. A manipulacdo direta da concentracdo de GXM
no CM35 também ndo foi capaz de alterar suas propriedades inibitérias, demonstrando que
tanto a auséncia quanto uma maior presenca destas moléculas ndo interferem na inibicdo do

inflamassoma promovida pelo CM35.

Fosfolipidio e seus precursores e carboidratos associados com viruléncia ndo estdo
associados a capacidade inibitoria de CM35

Tendo confirmado que GXM e moléculas derivadas ndo eram as responsaveis pela
inibicdo do inflamassoma apresentada pelo CM35, investigamos outras moléculas presentes
neste meio condicionado que poderiam estar relacionadas com esta modulagéo. Inicialmente,
decidimos verificar carboidratos, devido a grande concentracdo desta classe macromolecular e
ao fato de carboidratos simples corresponderem as caracteristicas procuradas, uma molécula
pequena, polar, resistente ao calor e a acdo de proteinases.

Devido as diferencgas apresentadas entre CM35 e CMCAP, foram testados carboidratos
que ja apresentaram algum tipo de associacdo com a formacdo e espessamento da capsula
polissacaridica, estando assim também relacionados com o grau de viruléncia apresentado
pelo fungo. Desta forma, cinco carboidratos foram escolhidos para o teste de interagdo com
macrofagos, sendo dois polialcools, um dissacarideo e dois glicerdis que atuam como cabecas
polares de fosfolipidios, respectivamente: sorbitol, manitol, trealose, glicerilfosforilcolina e
glicerilfosforiletanolamina. Nenhum dos carboidratos foi capaz de promover uma redugéo
significativa da secre¢do de IL-1p por macrofagos estimulados (Figura 19C).

Outra molécula que se apresentou promissora em andlises iniciais do conteudo
presente no CM35 foi a fosfocolina. A deteccdo desta molécula no meio condicionado era um
fato interessante de ser investigado, pois a molécula ja havia sido descrita na literatura como
capaz de inibir a secre¢do de IL-1p (HECKER et al., 2015), contudo que a mesma molécula
também se apresentasse significativamente no CMCAP. Portanto, investigamos o papel de
trés moléculas envolvidas em sua biossintese: a precursora colina, fosfocolina e o produto

fosfatidilcolina. Assim como os carboidratos testados, nenhuma das trés moléculas foi capaz
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de inibir a secrecdo de IL-1p por macrofagos em nosso modelo de ativagdo.
Surpreendentemente, o oposto foi observado em ensaio inicial, com vérias concentracfes
diferentes da molécula estimulando uma maior producdo da citocina (Figura 19A). Devido a
caracteristica apresentada por estas moléculas de potencializar a secrecdo de IL-1p,
investigamos a associacdo de colina e fosfatidilcolina com o0 CMCAP e seus possiveis efeitos.
Curiosamente, a suplementacdo de CMCAP com estas moléculas promoveu um pequeno
aumento na producdo de IL-1B por macréfagos ativados, porém ndo de maneira tdo robusta
guanto observado anteriormente (Figura 19B). Desta forma, o papel da fosfocolina e seus
derivados ndo foi elucidado somente com estes resultados, entretanto ficou claro que estas
moléculas ndo participavam da inibicdo promovida pelo CM35, principal alvo de investigacéo
deste trabalho.
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Figura 19 - Fosfolipidio e seus precursores e carboidratos associados com viruléncia e nao estdo associados a
capacidade inibitéria de CM35. A — Niveis de producdo de IL-1B apds ensaio de interagdo entre BMMs
estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, colina, fosfocolina ou fosfatidilcolina. B - Niveis de
producdo de IL-1B apds ensaio de interagcdo entre BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com
CM35, CMCAP, colina (100uM), fosfatidilcolina (100uM) ou combinacbes de CMCAP e colina ou
fosfatidilcolina. C - Niveis de produgdo de IL-1p apés ensaio de interacdo entre BMMs estimuladas com LPS +
nigericina e tratadas com CM35 ou carboidratos. SOR: Sorbitol; GPC: glicerilfosforilcolina; GPE:
glicerilfosforiletanolamina; MAN: manitol; TRE: trealose. Compara¢des foram realizadas com o grupo controle
positivo. Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo; *: P < 0.033; ***;
P <0.001.
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ILA participa de inibicdo do inflamassoma promovida por CM35

Apds alguns resultados negativos, decidiu-se realizar uma técnica mais sensivel para a
deteccdo de moléculas presentes diferencialmente entre 0 CM35 e o CMCAP. Para tal,
realizamos uma anélise qualitativa de moléculas por espectrometria de massa, com o apoio do
Dr. Ernesto Nakayasu, da “Pacific Northwest National Laboratory”. Os resultados obtidos
indicaram a presenca de trés metabolitos aromaticos que se apresentavam significativamente
mais expressos no CM35 do que no CMCAP: Acido fenil-lactico (PLA); Acido 3-(4-
hidroxifenil) lactico (HPLA) e Acido 3-indol latico (ILA) (Figura 20). Apesar de ndo
existirem indicios da atuacdo destes metabolitos na patogenicidade do C. neoformans e nem
em relacdo a alguma influéncia destes metabdlitos quanto a ativacdo ou inibicdo do
inflamassoma, decidiu-se investiga-las devido as caracteristicas fisico-quimicas que se
encaixavam com o que buscavamos e ao fato de suas estruturas moleculares se assimilarem

com a de anti-inflamatdrios classicos (ex.: acido acetilsalicilico).
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Figura 20 — Analise diferencial de contetdo presente em CM35 e CMCAP por espectrometria de massa. A —
Mapa de calor referente a intensidade extraida de moléculas analisadas em amostras de CM35 e CMCAP, com
intensidade relativa para cada molécula representada por cores (verde: baixa concentragdo; vermelho: alta
concentragdo). B, C e D — Graficos comparativos dos valores obtidos na andlise de mapa de calor para
metabolitos aromaticos encontrados em CM35 e CMCAP, sendo eles: PLA (A); HPLA (B) e ILA (C).
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Ensaios de interacdo entre macrofagos estimulados e metabodlitos aromaticos
demonstraram que nenhum dos metabdlitos era capaz de mimetizar a inibicdo do
inflamassoma promovida pelo CM35. Entretanto, o tratamento de macrofagos com
metabolitos sozinhos ou em combinacdo demonstrou a capacidade do metabodlito ILA em
inibir significativamente a ativacdo candnica do inflamassoma, mesmo que em niveis mais
moderados do que quando comparado ao CM35.

Primeiramente, verificou-se que a adi¢cdo de uma concentracdo alta de ILA por si s
era capaz de inibir significativamente a secrecdo de IL-1p em cultura de macrofagos
estimulados com LPS e nigericina, enquanto a adicdo de PLA ou HPLA néo era suficiente
para se alcancar tal efeito (Figura 21A). A adicdo de HPLA somente conseguiu inibir a
secrecédo de IL-1p quando associado ao ILA, enquanto PLA somente apresentou algum efeito
significativo quando presente no tratamento conjunto com o0s trés metabdlitos.
Interessantemente, a combinacdo de ILA com outros metabdlitos acabou por reduzir sua
eficacia, fato parcialmente explicado pela reducdo em sua concentracdo final, mas também
indicativo que os outros metabolitos possam agir como antagonistas quando em associacéo,
fato visualizado na diferenca significativa de inibicdo promovida pela associacdo PLA e ILA
comparada a associacdo HPLA e ILA (Figura 21A). Assim como com o tratamento com
CM35, o tratamento com nenhum metabdlito sozinho ou em associagdo foi capaz de afetar a
secrecao de TNF-a, indicando que a inibicdo promovida pelo ILA é igualmente seletiva para a
via de sinalizacdo do inflamassoma (Figura 21B).

Apo0s a confirmacgdo do impacto no processamento e secre¢do de IL-1p exercido pelo
ILA e suas associacgdes, investigou-se se outros eventos relacionados com a ativacdo do
inflamassoma também poderiam se apresentar alterados na presenca dos metabdlitos.
Inicialmente, ensaios de liberagdo de LDH a partir de piroptose estimulada por nigericina
demonstraram que, apesar da menor liberacdo de LDH apresentada pelos macréfagos tratados
pelos metabdlitos, os metabdlitos ndo eram capazes de prevenir a morte celular por piroptose
de maneira tdo significativa quanto o tratamento com CM35 (Figura 22). Desta forma,
concluiu-se que o tratamento com metabdlitos, inclusive o ILA, ndo apresentou grande

impacto nos eventos de piroptose.
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Figura 21 - ILA participa de inibi¢do do inflamassoma promovida por CM35. A - Porcentagem de secre¢do de
IL-1B ap6s ensaio de interacdo entre BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, PLA,
HPLA ou ILA sozinhos ou em combinacdo. Niveis de secre¢do do controle positivo foram normalizadas para o
valor de 100%. B - Porcentagem de secrecdo de TNF-a apos ensaio de interagdo entre BMMs estimuladas com
LPS + nigericina e tratadas com CM35, PLA, HPLA ou ILA sozinhos ou em combinago. Niveis de secre¢do do
controle positivo foram normalizadas para o valor de 100%. Comparagdes foram realizadas com o grupo tratado
com CM35. Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo, demonstrando
similaridade entre as amostras.
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Figura 22 — Metabolitos ndo previnem morte celular por piroptose. Porcentagem de morte celular de BMMs
estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, PLA, HPLA ou ILA sozinhos ou em combinacdo. As
porcentagens foram obtidas a partir da geracdo de uma curva padrdo de morte celular a partir das absorbéncias
medidas no ensaio, com o grupo ndo tratado representando o valor 0% e um grupo tratado com DMSO (15%)
representando o valor 100%. Comparacdes foram realizadas com o grupo controle positivo. Amostras foram
comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo; ***: P < 0.001.
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O proximo passo foi analisar se o tratamento com metabdlitos era capaz de inibir a
ativacdo e autoclivagem da proteina caspase-1, a partir de analise citométrica com o peptideo
YVAD-FLICA. Os resultados demonstraram que, referente a ativacdo de caspase-1, somente
o0 tratamento com ILA foi capaz de inibir este evento. Curiosamente, associagdes com HPLA
e PLA néo foram capazes de inibir significativamente a ativacdo da enzima como foram com
a secrecdo de IL-1B, reforcando a hipGtese que estes metabdlitos podem agir como
antagonistas ao ILA (Figura 23A). Diferentemente da inibicdo promovida pelo CM35, a
inibicdo promovida pelo ILA somente foi efetiva quando o inflamassoma foi ativado por
nigericina, ndo sendo observado nenhum impacto em macréfagos ativados pela infeccdo com
Acap67 e tratados com ILA (Figura 23B). Outro fator diferencial entre a inibi¢io visualizada
entre CM35 e ILA foi a incapacidade que o tratamento com o metabolito apresentou em inibir
a ativacdo de caspase-8, sendo que nenhum outro metabdlito também alterou esta ativacédo
(Figura 23C).

Em conjunto, os resultados demonstram que o metabodlito ILA tem participagdo nas
propriedades inibitérias apresentadas pelo CM35. Contudo, diferencas na efetividade da
inibicdo promovida por ILA indicam que esta molécula ndo é a Unica responsavel por estes
efeitos. Apesar das semelhancas estruturais e da concentracdo significativa no CM35, os
metabdlitos PLA e HPLA ndo apresentaram propriedades inibitorias significativas que
mimetizassem o CM35.

Vesiculas extracelulares de C. neoformans lisadas promovem inibi¢do na secrecéo de IL-
1B similar ao CM35

Ap6s a confirmacdo de que CM35 era capaz de afetar respostas pro-inflamatorias,
incluindo ensaios que demonstraram impacto direto na efetividade de macrofagos frente a
infeccdo por C. neoformans, decidimos realizar ensaios para verificar se a efetividade do
CM35 se limitava a um microambiente restrito, atuando somente em uma interacdo direta do
fungo internalizado com as células fagociticas e células adjacentes ou se a inibicdo promovida
por estas moléculas secretadas poderiam alterar outras células além do microambiente de
infeccdo, como indicava o ensaio de atividade fungicida no sistema “Transwell” (Figura 13).
Para tal, o primeiro passo foi verificar se vesiculas extracelulares (EVs), possuiam a mesma
capacidade inibitéria do CM35, tendo em vista os indicios presentes na literatura de que estas

vesiculas sdo produzidas durante a criptococose e que pacientes infectados produzem
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anticorpos em seu soro que sao capazes de reconhecer EVs, indicando uma possivel migracédo
pelo organismo do hospedeiro (RODRIGUES et al., 2007, 2008).
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Figura 23 - ILA apresenta padrdes diferentes de CM35 quanto a inibicdo da ativacdo de caspase-1. A - Niveis
intracelulares de caspase-1 ativa em BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, MM e
metabolitos sozinhos ou em conjunto. B - Niveis intracelulares de caspase-1 ativa em BMMs estimuladas com
LPS, infectadas com Acap67 e tratadas com CM35, MM e metabdlitos sozinhos ou em conjunto. C - Niveis
intracelulares de caspase-8 ativa em BMMs estimuladas com LPS + nigericina e tratadas com CM35, MM e
metabolitos sozinhos ou em conjunto. Graficos representativos da mediana de fluorescéncia registrada no filtro
FITC. Comparacdes foram realizadas com o grupo controle positivo. Amostras foram comparadas e sua
significancia indicada como ns: ndo significativo; *: P <0.033; **: P <0.002; ***: P < 0.001.

O processo de isolamento de EVs, embora bem documentado e com protocolos
detalhados na literatura (BROWN et al., 2015), ainda é um processo complexo e pouco
reprodutivel, que possui diversas etapas criticas e rendimento considerado ndo uniforme.

Desta forma, a padronizacdo do processo de isolamento e purificagdo de vesiculas deve ser
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sempre 0 primeiro passo de um grupo que deseja trabalhar com estas estruturas. Em nosso
laboratério, as vesiculas obtidas se apresentaram em um padrdo préximo ao encontrado na
literatura vigente (RODRIGUES et al., 2007), apresentando-se bem delimitadas, circulares e
com diametro entre 50 a 300nm (Figura 24). Outra caracteristica usual das vesiculas de C.
neoformans observada nos ensaios de caracterizacdo foi o alto indice de heterodispersdo (pdi)
apresentado por estas vesiculas, ou seja, elas apresentavam tamanhos significativamente
diferentes de didmetro em uma solugdo (Figura 24A).

Apds as etapas de padronizacdo, as vesiculas obtidas foram utilizadas em ensaios de
interacdo com células dendriticas estimuladas para a ativacdo do inflamassoma. O ensaio se
baseou na caracteristica exibida por EVs derivadas de C. neoformans de se romper na
presenca de albumina, sendo assim criado dois grupos de vesiculas: integras e rompidas
(WOLF; RIVERA; CASADEVALL, 2012). Vesiculas integras foram consideradas aquelas
que foram adicionadas em co-cultivo sem a presenca de soro fetal bovino (SFB), enquanto
vesiculas rompidas foram consideradas aquelas que foram adicionadas em co-cultivo com a
adicdo de SFB (Figura 25).

A presenca de EVs do fungo B3501 isoladamente ndo foi suficiente para a ativacéo
das BMDCs, visto que o tratamento destas células apenas com as vesiculas ndo estimulou a
secrecdo de TNF-a e IL-1pB (Figura 26A e 30B). Fornecendo estimulos adicionais de LPS e
nigericina, o tratamento com vesiculas novamente ndo impactou a secrecdo de TNF-a
(Fig.30A), indicando que as vesiculas, independentemente de seu estado, ndo eram capazes de
interferir na via de sinalizacdo de nf-xB. No entanto, ao se analisar a secrecdo de IL-1p, as
EVs apresentaram capacidades modulatoérias distintas enquanto integras ou rompidas. O
tratamento das BMDCs com vesiculas integras potencializava a producéo e secrecéo de IL-1p,
guando adicionadas aos estimulos LPS e nigericina (Fig.30B). Quando rompidas, as vesiculas
liberavam seu conteddo vesicular no co-cultivo, conteldo este que foi capaz de inibir a
secrecdo de IL-1p por células estimuladas (Fig. 30B). Em conjunto, os resultados demonstram
a capacidade que as vesiculas extracelulares e seu conteddo possuem em modular a via de
sinalizacdo do inflamassoma, sendo que somente a citocina dependente deste complexo teve
sua producdo e secrecdo alterada durante os ensaios de interacdo. Interessantemente, o estado
de integridade das vesiculas foi um fator determinante para o desfecho desta modulacéo, com
um robusto aumento de atividade na presenca de EVs integras e inibicdo significativa na

presenca de contetdo vesicular.
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Figura 24 — Caracterizaco de vesiculas extracelulares secretadas por C. neoformans. A — Anélise de suspenséo
vesicular por espalhamento dindmico de luz (DLS), demonstrando o didmetro das particulas presentes. O gréafico
representa a média de trés leituras, sendo representativo de trés leituras independentes. B, C — Imagens de
suspensao vesicular contrastadas negativamente com PTA, obtidas em microscopia eletronica de transmisséo,
nos aumentos de 120 mil vezes e 300 mil vezes, respectivamente. D — Imagens de suspensdo vesicular
metalizadas com platina, obtidas em microscopia eletrnica de varredura, no aumento de 30 mil vezes.
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Distribution Results
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Figura 25 — Incubagdo com SFB rompe EVs de C. neoformans. Andlise de suspenséo vesicular por espalhamento
dindmico de luz (DLS), demonstrando o didmetro das particulas presentes em vesiculas integras (EVs) ou
rompidas (EVs + SFB)
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Figura 26 — Vesiculas extracelulares de C. neoformans lisadas promovem inibi¢do na secrecdo de IL-1f similar
ao CM35. A;B — Deteccdo por ELISA da producdo de TNF-a (A) e IL-1p (B) por BMDCs estimuladas por LPS,
nigericina e tratadas por vesiculas extracelulares (40 ou 80ng de ergosterol/mL) ou CM35. Nos cantos
superiores direitos estdo representados os controles experimentais acrescidos de soro fetal bovino (SFB).
Amostras foram comparadas e sua significancia indicada como ns: ndo significativo; ***: P <0.001.
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DISCUSSAO

O atual conhecimento acerca da interagdo fungica com vias de sinalizacdo dos
inflamassomas ainda é escasso. Apesar da descricdo dos principais receptores envolvidos e de
grande parte dos sinais de dano exigidos para a ativagcdo do inflamassoma por fungos, os
mecanismos acerca da modulacdo e/ou evasdo desta resposta imune ainda estdo pouco
elucidados. Neste contexto, o verdadeiro impacto da ativacdo do inflamassoma durante
infecgBes fungicas ainda ndo é totalmente caracterizado, apesar dos avangos realizados
durante os ultimos anos. Neste trabalho, demonstramos que moléculas secretadas pelo C.
neoformans sdo capazes de inibir especificamente a ativacdo canbnica da via de sinalizacao
do inflamassoma NLRP3 e diminuir a atividade anticriptococcica de macrofagos, permitindo
assim a sobrevivéncia e replicagdo do fungo quando em interacdo com fagdcitos.
Adicionalmente, determinamos que moléculas derivadas de GXM ndo participam destes
processos em nossos modelos de estudo e também indicamos uma molécula que se apresentou
parcialmente responsavel pelas propriedades inibitorias apresentadas pelo meio condicionado
do C. neoformans.

A ativacdo do inflamassoma estd associada com a montagem de uma resposta pro-
inflamatoria, principalmente pela fungéo desta via no processamento das citocinas IL-1p e IL-
18. Muito além de simplesmente ativarem macrdfagos e neutrofilos, ambas sdo citocinas-
chave no desenvolvimento da polarizagio Thl7 e Thl, respectivamente (VAN DE
VEERDONK et al., 2011). Vale ressaltar que o inflamassoma NLRP3 é implicado como uma
das principais vias de sinalizacao associadas com diversos modelos autoimunes (SHEN et al.,
2018). Além disto, como o balango Th1/Th17 é amplamente descrito como uma resposta
protetora frente a infecgdo por patdgenos fungicos, defeitos no inflamassoma NLRP3 estéo
associados com um pior prognostico para o hospedeiro em modelos de infecgdo, desde uma
severa susceptibilidade em candidiase (GROSS et al., 2009) at¢é uma moderada
susceptibilidade em criptococose (LEI et al., 2013). Por outro lado, defeitos no NLRP3
também ja foram associados com uma melhor no prognostico em aspergilose associada com
fibrose cistica (MORETTI et al., 2014) ou ndo apresentaram nenhum impacto durante o curso
da doenca em cromoblastomicose (CASTRO et al., 2017). Desta forma, é possivel afirmar
que a ativagdo do inflamassoma é um evento protetor na maioria das infec¢des fungicas, ainda

que a importancia desta ativacao seja variavel entre os patdgenos.
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Como a formacédo da plataforma do inflamassoma a partir de sua ativacdo canoénica
envolve vérias proteinas e uma sinalizacdo “downstream”, existem varias etapas que podem
ser inibidas para a prevencdo da formacdo deste complexo, prevenindo assim 0s eventos
celulares que sao inflamassoma dependentes. Uma Unica interferéncia geralmente é suficiente
para desfazer toda a via de sinalizacdo e consequentemente a funcéo do inflamassoma, desde
a ativacao dos receptores intracelulares até a autoclivagem das caspases (SHEN et al., 2018).
As consequéncias da ativacdo do inflamassoma também podem ser diretamente inibidas,
como por exemplo a prevencdo da formacdo de poros na membrana por agentes
citoprotetores, como a glicina (FINK; COOKSON, 2006). Este trabalho demonstrou que o
meio condicionado da cepa B3501 de C. neoformans, apesar de promover uma robusta
inibicdo na secrecdo de IL-1p e LDH (BURGEL, 2015), impactou de maneira moderada a
ativacdo de caspase-1 e caspase-8.

E conhecido o fato de que IL-1p pode ser secretada a partir de diferentes mecanismos,
dependendo também do grau de ativacdo celular, como por exemplo a partir de poros
formados por Gasdermina-D ou através de rupturas na membrana plasmatica durante a
piroptose (EVAVOLD et al., 2017). Neste modelo, glicina ndo foi capaz de prevenir a
formacdo de poros em macréfagos imortalizados, consequentemente prevenindo a liberacédo
de LDH, mas nédo a secrecao de citocinas. Estudos também descreveram que macréfagos em
processo de morte por piroptose séo a principal fonte de secrecdo de IL-1 em modelos in
vitro, com macréfagos peritoneais apresentando ativacdo de caspase-1 e um aumento robusto
da secrecdo da citocina que coincidiam com o instante em que a célula morria.
Interessantemente, a inibicdo na ativagdo de caspase-1 nestes modelos reduziu a secrecdo de
IL-1B, contudo ndo preveniu a morte celular. (CULLEN et al., 2015; LIU et al., 2014). Em
conjunto, estes estudos mostram que a secregdo de IL-13 e a morte celular por piroptose
podem ocorrer de forma independente, mesmo ambos eventos sendo usualmente dependentes
da ativagéo de caspase-1. Essa ativagdo diferencial parece depender do estimulo utilizado para
a ativacao do inflamassoma, do tipo celular analisado e do modelo de inibicéo utilizado.

Em nosso modelo, meio minimo contendo glicina impactou tanto na secrecéo de IL-1
guanto LDH, interagindo por um prolongado tempo com macrofagos que foram
posteriormente estimulados com nigericina. Interessantemente, este impacto ndo ocorreu

qguando o tratamento com MM foi realizado em células dendriticas ou macréfagos infectados
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com Acap67, se aproximando dos resultados apresentados pela literatura (FINK; COOKSON,
2006).

Outro aspecto interessante apresentado em nosso modelo de inibi¢do de inflamassoma
foi o acumulo intracelular de pro-IL-1f em células estimuladas e tratadas com CM35
(BURGEL, 2015). Esta bem elucidado que nem a ativagio nem a inibicdo de caspase-1 por si
sO é capaz de impactar os niveis intracelulares de pro-1L-1p em células estimuladas, indicando
que a producdo desta citocina é estavel independente de sua clivagem ocorrer ou ndo (SANZ;
VIRGILIO, 2000). Uma possivel explicacdo para a estabilidade dos niveis intracelulares
durante a inibicdo de caspase-1 € que a pro-IL-1B, juntamente com outras proteinas
intracelulares néo relacionadas com o inflamassoma, estdo presentes no meio extracelular de
células que apresentam o inflamassoma NLRP3 ativo (CULLEN et al., 2015). Por outro lado,
um aumento ou diminuicdo nas reservas intracelulares desta citocina impacta de maneira
direta a secregdo de IL-1B, (ZASLONA et al., 2017), demonstrando 0s niveis da citocina
madura ndo interferem com a producdo de sua pré-forma, mas a producdo de pro-IL-1p esta
intimamente ligada com o processamento e secrecdo de IL-1p.

Em nosso modelo, 0 aumento nos niveis de pro-1L-1B ocorreu concomitantemente a
uma reducdo na secrecdo de IL-1pB, fato que ndo pode ser totalmente explicado pela inibicéo
visualizada na ativacdo de caspase-1 e caspase-8. Um dos aspectos diferenciais de nosso
modelo é a prevencdo da morte celular por piroptose, fato sugestivo de que possivelmente as
proteinas intracelulares sdo retidas durante a ativacdo do NLRP3 nos grupos tratados pelo
CM35. Adicionalmente, transcritos de IL-1p apresentaram-se altamente expressos nestas
células, indicando uma producgdo robusta de pro-IL-1B, mesmo ap6s 24 horas do estimulo
inicial. Tomados em conjunto, estes dados indicam que o tratamento com 0 CM35 impacta de
forma significativa as etapas de processamento e secre¢do de IL-1B, provavelmente em
conjunto. Esta hipotese é confirmada pelo fato que, mesmo estas células apresentando niveis
altos de pro-IL-1B e seus transcritos, a célula se apresenta incapaz de secretar a citocina
madura.

A incapacidade do meio minimo por si sO impactar negativamente a ativacdo de
caspase-1 também é um dado importante, considerando que sua adi¢do no cultivo é suficiente
para reduzir a secregé@o de IL-1P e impedir a piroptose, mesmo que ndo t&o significativamente
quanto o CM35 (BURGEL, 2015). Este fato foi explicado pela presenca consideravel de

glicina no meio de cultivo. A glicina € um agente citoprotetor que é capaz de bloquear efluxo
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ionico, blogueando assim a piroptose (FINK; COOKSON, 2006). E possivel que a glicina
também afete a ativacdo do inflamassoma pela nigericina em nosso modelo, baseando-se que
seu mecanismo de acdo promove o efluxo de potassio intracelular. Este mecanismo de acéo
explicaria a razdo do MM e glicina ndo afetarem de maneira significativa a secrecao de IL-1
por BMDCs, que nédo sdo tdo dependentes do segundo estimulo, e por BMMs estimuladas a
partir da infec¢do por Acap67, visto que mais de um estimulo intracelular ocorre neste modelo
de ativacdo de inflamassoma. Desta forma, a incapacidade de inibicdo apresentada pelo MM
nos ensaios de deteccdo de caspase ativa indica que as agdes promovidas pelo CM35
observadas neste trabalho ndo sdo simplesmente pela presenca de glicina no meio de cultivo, e
sim por caracteristicas proprias derivadas de suas moléculas.

Apesar da importancia da ativacdo do inflamassoma na montagem de uma resposta
imune frente a infecgdes fungicas, pouco se sabe sobre os mecanismos utilizados por
patdgenos fungicos para evadir esta resposta. Os primeiros estudos acerca da ativacdo do
inflamassoma NLRP3 por agentes fungicos demonstraram que a morfogénese era importante,
a partir da observacdo que certas morfologias induziam respostas mais robustas comparadas
com outras, como por exemplo hifas de C. albicans e fragmentos hifais de A. fumigatus
induzindo uma maior secrecéo de IL-1p quando comparados a leveduras e conidios da mesma
espécie. (CHENG et al., 2011; SAID-SADIER et al., 2010). Neste ambito, C. neoformans é
reconhecidamente um ruim ativador de inflamassoma, sendo necessarias algumas condi¢des
especificas para que sua presenca induza a ativacdo do receptor NLRP3. O GXM ¢
considerado o principal fator responsavel pela evasdo do fungo quanto a ativacdo da via do
inflamassoma, a partir da protecdo contra fagocitose e da prevengdo de seu reconhecimento
por receptores extracelulares (CHEN et al., 2015; GUO et al., 2014; LEI et al., 2013).
Considerando uma modulacdo direta da via do inflamassoma por patogenos fangicos visando
impactar a atividade fungicida de células imunes, o Unico exemplo descrito até hoje
surpreendentemente envolve a ativacdo desta via por hifas internalizadas de C. albicans, que
ativam o inflamassoma NLRP3 a partir da secrecdo de um peptideo tdxico denominado
candidalisina e consequentemente levam a perfuracdo da célula e morte via piroptose
(KASPER et al., 2018; WELLINGTON et al., 2014).

Apesar da falta de mais evidéncias acerca da inibicdo do inflamassoma a partir de
patégenos fungicos, outros patdgenos intracelulares como bactérias e virus ja possuem

mecanismos bem elucidados de supressdo da via NLRP3. As bactérias do género Yersinia que
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atuam como patdgenos humanos apresentam um sistema de secre¢do conservado, denominado
sistema de secrecdo tipo Il (T3SS). Este sistema é considerado um fator de viruléncia para
estas bactérias, mesmo sendo capaz de ativar o inflamassoma. Este sistema é responsavel pela
liberacdo de proteinas efetores conhecidas como proteinas externas de Yersinia (Yops).
Destas proteinas, duas sdo descritas como inibidoras da ativacéo do inflamassoma: YopK, que
esta relacionada a prevencdo do reconhecimento de T3SS por receptores NLR (BRODSKY et
al., 2010) e YopM, que é relacionada com o bloqueio direto de caspase-1, inibindo sua
maturacdo e efetividade (LAROCK; COOKSON, 2012). Defeitos em ambas proteinas
efetoras de Yersinia levam a uma ativacdo mais robusta do inflamassoma e consequente morte
bacteriana durante a infeccdo, reforcando a importancia da inibicdo desta via para a
sobrevivéncia do patogeno.

Virus da familia Poxviridae produzem proteinas homdlogas a proteinas mamiferas que
sdo responsaveis pela supressdo do inflamassoma, conhecidas como proteinas apenas com
pirina (POP) e serpinas. Estas proteinas se ligam as porcdes pirina de ASC ou caspase,
impedindo o acoplamento destas proteinas e desta forma a montagem propria do complexo
inflamassoma e sua funcionalidade. Acredita-se que a producdo destas proteinas € muito
importante para a replicacdo viral no interior de células do hospedeiro, demonstrando assim
mais uma vez a importancia que a inibicdo do inflamassoma possui para que a infec¢do por
patdgenos intracelulares obtenha sucesso (TAXMAN; HUANG; TING, 2010). Tendo como
base estes mecanismos citados, ndo é surpreendente que o C. neoformans, conhecido por ser
um patdégeno intracelular facultativo, seja capaz de secretar moléculas que especificamente
interferem com a ativacao do inflamassoma. Devido a importancia desta via para 0 combate a
patogenos flangicos, também é possivel hipotetizar que outros mecanismos flngicos para a
inibicdo do inflamassoma irdo ser descobertos em um futuro préximo.

A importéncia da ativagdo do receptor IL-1R durante a criptococose é controversa.
Enquanto existe um consenso em relacdo a importancia da secrecdo de IL-18, o papel da
secrecdo de IL-1p ja foi descrito como dispensavel para a prote¢do do hospedeiro (WANG et
al., 2011). Um estudo recente, ao contrario, demonstrou que a sinalizagcdo promovida por IL-
1R era essencial para a polarizagdo Th1/Thl7 em modelos cronicos de infeccéo,
consequentemente auxiliando na eliminagdo da carga fungica no hospedeiro (SHOURIAN et
al., 2018). Este estudo sugeriu que estudos anteriores ndo conseguiram avaliar a importancia

desta sinalizacdo por utilizarem modelos de infeccdo virulentos e muito agudos, creditando a
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efetividade e importancia do IL-1R a momentos mais tardios da infec¢do. De toda forma,
estes estudos corroboram e reforcam a importancia que os componentes da via NLRP3
apresentam durante a criptococose (LEI et al., 2013).

No6s demonstramos que macrofagos tratados com CM35 sofrem um impacto em sua
atividade anticriptocdccica, perdendo a capacidade de fagocitar leveduras, de controlar a
carga fungica intracelular e expulsando mais leveduras para o meio extracelular pelo
mecanismo de vomocitose, especialmente apos contato prolongado com o meio condicionado.
Além disso, ndo observamos alteracdes significativas na fagocitose, atividade fungicida ou
nos eventos de vomocitose em tempos iniciais de tratamento e infeccdo, reforcando a hipotese
que a inibicdo promovida por CM35 ndo afeta imediatamente as fun¢des dos macrdéfagos. A
secrecdo de citocinas dependentes do inflamassoma estd geralmente relacionada a uma
liberacdo Unica e em alta concentracdo, associada a morte celular por piroptose. Essa
liberacdo em alta concentracdo de citocinas pré-inflamatorias acaba por ativar outras células
ao seu redor, que ndo necessariamente tiveram sua via de inflamassoma ativada em um
primeiro momento, auxiliando desta forma na ativagdo de um maior nimero de células e
manutencdo de um microambiente pré-inflamatorio (LIU et al., 2014). Por outro lado, a
inibicdo de caspase-1 reduz drasticamente a promocdo do microambiente pré-inflamatorio.
No geral, a ativagdo do inflamassoma pode ser relacionada com uma resposta imune mais
efetiva contra o C. neoformans, polarizando uma resposta Thl e promovendo uma ativagédo
mais apropriada de macréfagos. Consequentemente, a inibicdo desta ativacdo pode tornar os
macrofagos menos responsivos e eficazes no combate ao fungo, como demonstrado neste
trabalho.

O mecanismo de vomocitose/extrusao foi primeiramente descrito em leveduras de C.
neoformans, sendo considerado incialmente um evento exclusivo deste patégeno
(ALVAREZ; CASADEVALL, 2006; MA et al., 2006). Estudos posteriores demonstraram
que macrofagos infectados com C. neoformans promoviam rapidos e intensos eventos de
polimerizacdo de actina em seus fagossomos, momentos antes da extrusdo do fungo
(JOHNSTON; MAY, 2010). Esta dindmica de interacdo indicava que a vomocitose era um
evento promovido pelo proprio fungo, sendo sugerido na época que o macrofago tentava
impedir esta acdo a partir da polimerizacdo de actina. Entretanto, estudos identificaram este
mesmo fenbmeno sendo realizado por outros fungos (BAIN et al., 2012), por bactérias
(HAGEDORN et al., 2009; HYBISKE; STEPHENS, 2007) e até mesmo por protozoarios
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(REAL et al., 2014), levantando questionamentos se a extrusdo era realmente promovida por
patégenos ou pelo fagdcito.

Atualmente, vomocitose é definida como um mecanismo de exocitose ndo litica,
mediada pelas células do hospedeiro, em que tanto as células do hospedeiro quanto as células
fangicas sobrevivem. O estimulo a vomocitose tende a abrandar o curso da doenga, sendo
considerado assim um mecanismo protetor em modelos de criptococose (GILBERT et al.,
2017). Apesar das vias de sinalizacdo e causas envolvidas na vomocitose ainda estarem pouco
elucidadas, uma das hipoOteses mais aceitas sugere que macréfagos que realizam vomocitose
sdo aqueles que ndo conseguem controlar o crescimento fungico intracelular, optando por
liberar o fungo para 0 meio extracelular ao invés de se tornar um bolséo de replicacdo para o
fungo. Neste sentido, Alanio e colaboradores demonstraram que o desfecho da infeccdo esta
altamente relacionado com a taxa de crescimento intracelular em cepas virulentas de C.
neoformans, mostrando que uma alta taxa de replicacdo geralmente corresponde com uma
maior mortalidade do hospedeiro, enquanto uma menor taxa de replicacdo corresponde a um
aumento de migracdo do fungo para o sistema nervoso central (ALANIO; DESNOS-
OLLIVIER; DROMER, 2011), corroborando com esta hipétese.

Nossos resultados mostraram que, quando tratados pelo CM35, macrofagos
apresentavam uma taxa aumentada de vomocitose, sugerindo que a inibigdo do inflamassoma,
com reducdo de resposta inflamatéria e prevencdo da piroptose, promovida pelo meio
condicionado pode ter estimulado o macréfago a realizar a vomocitose como alternativa para
expulsar o fungo que tinha condi¢des para crescer em seu interior. Em conjunto, os resultados
de interacdo entre macrdfagos e o C. neoformans reforcam a hipétese das moléculas presentes
no CM35 agirem como possiveis fatores de viruléncia, tendo em vista a as alteracdes
significativas que o tratamento com o meio condicionado promove em diversos mecanismos
vitais para a defesa do hospedeiro durante a infecgéo.

Pela diferenga apresentada entre CM35 e CMCAP nos primeiros ensaios realizados,
acreditou-se inicialmente que componentes capsulares seriam o0s responsaveis pelos efeitos
inibitdrios apresentados pelo CM35. GXM se apresentava como uma excelente candidata para
a molécula responsavel pela acdo do CM35, por suas caracteristicas fisico-quimicas e
imunomodulatérias. Como dito anteriormente, a capsula criptocococica é por muitas vezes
classificada como o principal fator de viruléncia pertencente ao C. neoformans (O’MEARA;

ALSPAUGH, 2012), especialmente na relagdo de modulagéo do sistema imune do hospedeiro
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pela GXM (VECCHIARELLI et al.,, 2013). Além do mais, ja foram descritas atividades
imunomodulatérias divergentes de acordo com a massa molecular apresentada pela GXM
(ALBUQUERQUE et al., 2014), fator que se encaixava com o fato que somente a fragdes
menor que 1kDa do CM35 possuiam a capacidade de inibir a secrecdo de IL-1p. Estes fatores
motivaram ensaios mais aprofundados acerca da possivel participacdo de GXM nesta
modulagéo negativa do inflamassoma. Todavia, 0s resultados deste ensaio demonstraram que
GXM secretada pelo fungo ou presente no meio condicionado ndo eram capazes de inibir a
ativacdo do inflamassoma NLRP3.

Os dados obtidos por nosso modelo de ativacdo de inibicdo do inflamassoma sao
diferentes dos ja relatados pela literatura, em que a presenca de polissacarideos secretados e
incorporados diretamente em um mutante acapsular foram suficientes para prevenir a ativacao
do inflamassoma (GUO et al., 2014). Vale ressaltar que o resultado obtido por nds ndo era
totalmente inesperado, tendo em vista que nosso grupo também realizou ensaios que
envolviam a incorporagdo de polissacarideos em mutante acapsular com o crescimento do
mesmo em CM35. Apesar da confirmagdo quanto a incorporacdo da GXM em sua parede
celular, o mutante acapsular ainda assim era capaz de ativar o inflamassoma em intera¢do com
macrofagos primados com LPS (dados ndo mostrados). Além da diferenca quanto a
metodologia de recobrimento da levedura acapsular, outras diferencas entre o experimento
realizado por nosso grupo sao a utilizacdo do anticorpo 18B7 e o estimulo prévio das células
com LPS, que podem explicar as diferencas apresentadas entre 0s ensaios.

A eliminacdo das moléculas derivadas de GXM como possiveis responsaveis pela
acdo inibitdria apresentada pelo CM35 suscitou a hipétese de que as moléculas responsaveis
por este efeito poderiam também se apresentar no CMCAP, porém em menores
concentragfes. Fontes de carboidratos sdo vitais para a producdo dos polissacarideos que
constituem a capsula do C. neoformans e, assim como os polissacarideos, os carboidratos
complexos gerados pelos fungos sdo secretados para 0 meio (O’MEARA; ALSPAUGH,
2012; RODRIGUES et al., 2007). Alguns destes carboidratos estdo intimamente ligados com
0 espessamento da cépsula polissacaridica, como o manitol (GUIMARAES et al., 2010),
sendo que os glicerdis acoplados a fosfolipidios GPC e GPE também se mostraram
importantes para este espessamento quando o fungo infectava macrofagos ou amebas,
situacOes consideradas estressantes para o fungo (CHRISMAN et al., 2011). Por fim, alguns

carboidratos, como sorbitol e trealose, ndo interferem diretamente na producdo capsular,
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porém apresentam importancia para a sobrevivéncia do fungo em temperaturas elevadas
(37°C) e protecdo contra elementos estressores, contribuindo assim diretamente com a
viruléncia do fungo (PETZOLD et al., 2006). Ainda que todos estes carboidratos
apresentassem relacfes proximas com a biossintese capsular, com parametros de viruléncia e
apresentassem também as caracteristicas fisico-quimicas buscadas em nosso trabalho, o
tratamento dos macrofagos por estes carboidratos ndo foi capaz de impactar na ativa¢do do
inflamassoma NLRP3, excluindo assim a possibilidade de uma destas moléculas ser a
responsavel pelas propriedades apresentadas pelo CM35.

Outra classe de moléculas presente em quantidade elevada nas por¢des externas da
membrana fangica e consequentemente em seu meio de cultivo sdo os fosfolipidios, com
destaque para a fosfatidilcolina (SHEA; HENRY; DEL POETA, 2006). A biossintese deste
fosfolipidio envolve primariamente duas vias, sendo a principal derivada da obtencdo de
nutrientes e tendo como substratos a producdo prévia de colina e fosfocolina (COLE;
VANCE; VANCE, 2012). Colina e fosfocolina ja foram descritas na literatura como
inibidoras da secrecdo de IL-1p em leucdcitos mononucleares ativados por LPS e ATP
(HECKER et al., 2015). Em nosso modelo, ambas as moléculas ndo foram capazes de inibir a
secrecdo de IL-1p em macrdfagos estimulados com LPS e nigericina, tanto sozinhos quanto
em combinacdo com CMCAP. As diferengas visualizadas podem ser explicadas pelo fato
destas duas moléculas serem classificadas como antagonistas especificos de receptores
nicotinicos de acetilcolina, sendo também capazes de bloquear o receptor P2X7, responsavel
pelo reconhecimento de ATP (RICHTER et al., 2016). De fato, 0 mesmo estudo realizou o
tratamento de células de linhagem com LPS e nigericina e ndo obteve impacto na secre¢ao de
IL-1B ao adicionar colina ou fosfocolina, resultado similar dos obtidos em nosso trabalho
(HECKER et al., 2015). Este dado distancia estas moléculas de serem as responsaveis pelas
caracteristicas apresentadas pelo CM35, visto que 0 mesmo promove inibicdo em células
ativadas por nigericina. O efeito oposto é descrito com o tratamento de macrofagos
estimulados com LPS e tratados com fosfatidilcolina, sendo observada a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (YEON et al., 2017). Em nosso modelo, fosfatidilcolina ndo apresentou
inibicdo na ativacdo do inflamassoma, porém apresentou um aumento robusto na secre¢do de
IL-1B quando adicionada nas células estimuladas por LPS e nigericina. Desta forma, este

fosfolipidio também foi excluido como molécula-alvo em nossas investigacoes.
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Em estudos publicados em anos recentes, varias enzimas e proteinas relacionadas com
vias de biossintese metabdlica foram descritos como importantes para a patogénese em
modelos de criptococose, especialmente aquelas relacionadas com o metabolismo de glicose.
Defeitos nas enzimas piruvato e hexose quinases e também na producdo de acetil-Coa
impactaram em caracteristicas de viruléncia expressas pelo fungo, resultando em menor
mortalidade para o hospedeiro nos modelos de infeccdo testados (HU et al., 2008; PRICE et
al., 2011).

Ainda assim, nosso conhecimento acerca de metabolitos aromaticos derivados do
metabolismo de aminodcidos que sdo secretados pelo C. neoformans e seu impacto no
hospedeiro durante a infecgdo ainda é severamente limitado. E conhecido que permeases que
realizam o transporte de aminoacidos sdo importantes para a protecdo da levedura quando
ameacada por condicOes de stress impostas pelo ambiente ou pelo hospedeiro. Mutantes de C.
neoformans com defeito nestas enzimas apresentam caracteristicas de viruléncia reduzida,
reforcando a importéncia da obtencdo de aminoacidos durante a infeccdo (MARTHO et al.,
2016). Outro estudo relacionado com metabolismo energético nocauteou do C. neoformans
uma pequena molécula supostamente envolvida no ciclo do &cido citrico. A levedura mutante
desenvolvida apresentava um aumento nas caracteristicas de viruléncia e uma maior
expressdo de aminoacidos (por exemplo: triptofano), promovendo maior taxa de mortalidade
para o hospedeiro infectado pelo mutante (MCCLELLAND et al., 2016). Outro aspecto
interessante que o estudo trouxe foi a demonstracdo de que a carga fungica intracelular em
macrofagos infectados pela levedura mutante s6 se apresentava aumentada na presenca de
NADPH ex6geno, um cofator vital para a producdo de ILA a partir de indol-3-piruvato.

ILA é um metabdlito aromatico derivado da via do triptofano. Este metabolito é
produzido por uma ampla variedade de organismos e microrganismos, desde bactérias do solo
até humanos. A producdo de ILA por fungos é usualmente descrita em espécies endofiticas ou
fitopatogénicas, tendo associagdo com a colonizacao de tecidos vegetais. A via de degradacédo
do triptofano que leva a producdo do ILA possui um produto intermediario denominado
indolpiruvato, que é transformado em ILA como resultado de uma reacdo de oxirreducdo
mediada pela enzima NADPH dependente indol-3-lactato desidrogenase. Apesar desta via e
das enzimas participantes ndo estarem com os genes plenamente anotados em C. albicans e C.
neoformans, existem relatos na literatura da presenca de ILA no meio condicionado de ambas

leveduras patogénicas (GUNASEKARAN, 1980). Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou
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que a presenca de uma fonte de nitrogénio era necessaria para a producédo de ILA, sendo que
em nosso modelo o nitrogénio era fornecido pela presenca de tiamina no MM. A presencga de
uma fonte de nitrogénio é considerada essencial para a sobrevivéncia e replicacdo do C.
neoformans dentro de um hospedeiro, pois o metabolismo deste elemento tem papel
fundamental na expressdo de determinados fatores de viruléncia (LEE et al., 2011).

No contexto de patogénese, ndo ha nenhuma associacdo na literatura entre o ILA e
infecgBes fangicas, apesar de Zelante e colegas correlacionarem a produgdo de catabdlitos
derivados do triptofano por bactérias da microbiota intestinal murina, entre eles o ILA, com
uma protecdo da mucosa contra inflamacdo e consequente resisténcia em modelos de
candidiase, sendo esta protecdo mediada pela producdo de IL-22 (ZELANTE et al., 2013).
Mesmo que ndo existam relatos associando a producdo de metabolitos aromaticos diretamente
com a inibicdo do inflamassoma, estd bem elucidado que moléculas pequenas com
similaridades estruturais sdo utilizadas para a obtencdo deste efeito. Gliburida é um dos
inibidores da ativacdo de NLRP3 mais utilizados, agindo em canais de potassio ATP-
dependentes, bloqueando o efluxo de potassio e assim prevenindo a ativacdo do receptor. A
gliburida € funcionalmente caracterizada como uma sulfonilureia, porém também apresenta
hidrocarbonetos aromaticos em sua estrutura (PERREGAUX et al., 2001). Interessantemente,
nem todos os farmacos que apresentam agrupamentos sulfonilureia sdo capazes de prevenir a
secrecdo de IL-1B a partir da inibi¢do do inflamassoma, além de relatos de farmacos
sulfonilureia que previnem a ativacdo do inflamassoma por outros mecanismos que ndo o
bloqueio do efluxo de potéassio (COLL et al., 2015). Estas divergéncias entre agrupamentos,
efetividade na inibicdo do inflamassoma e mecanismos empregados para tal efeito
demonstram que ainda ha espaco para novas descobertas referentes a moléculas com potencial
de inibir esta via de sinalizacéo.

Apesar de terem sido relatadas em fungos ha apenas uma década, vesiculas
extracelulares ja foram descritas e amplamente estudadas em uma série de organismos, tanto
uni quanto pluricelulares. Em todos estes modelos, alem da secrecdo e transporte de
componentes importantes para a célula, vesiculas extracelulares também estdo associadas a
comunicacdo e a interagdo com outras células, tendo esta fungdo ja sido descrita em
protozoarios, helmintos (COAKLEY; MAIZELS; BUCK, 2015), células mamiferas
(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013), micobactérias (RATH et al., 2013) e até mesmo em
infeccdes virais (NOLTE-‘T HOEN et al., 2016; RAAB-TRAUB; DITTMER, 2017). Uma
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das caracteristicas mais importantes visualizada em todos estes modelos é a funcéo
comunicativa e de modulacdo desempenhada pelas EVs, seja entre células da mesma espécie
como entre células de espécies distintas.

Os resultados obtidos nos ensaios de interacdo entre vesiculas extracelulares de C.
neoformans e células dendriticas demonstraram agdes semelhantes as ja descritas na literatura,
apesar de algumas particularidades observadas. Ja foram descritas modulagdes positivas em
macrofagos quando estimulados com vesiculas extracelulares, inclusive com estimulo a
secrecdo de TNF-a por estas células, sem a necessidade de estimulos prévios (OLIVEIRA et
al., 2010). Curiosamente, este mesmo estudo também demonstrou que o tratamento com EVs
estimulava a producdo de éxido nitrico, consequentemente melhorando a atividade fungicida
dos macrofagos em interagdo com EVs, quando comparados com macr6fagos néo tratados.
Em nossos ensaios, vesiculas isoladamente ndo foram capazes de promover tal estimulo,
somente em associagdo com estimulo prévio (LPS). A concentracdo elevada utilizada no
estudo descrito (400ng/mL), juntamente com o tipo de célula imune e as diferentes cepas de
C. neoformans utilizadas para a obtencdo de vesiculas podem explicar as diferencas
observadas.

Em contrapartida, ainda ndo foram descritas na literatura capacidades inibitérias de
vesiculas de C. neoformans em interacdo com células imunes. Sabe-se que vesiculas
extracelulares fangicas, entre elas a de C. neoformans, apresentam miRNA entre seus
componentes (PERES DA SILVA et al., 2015). A presenca destas moléculas indica a
possibilidade destas vesiculas serem capazes de silenciar determinadas a¢6es na célula-alvo,
como por exemplo, em células imunes. Entretanto, a hip6tese atual deste trabalho é que a acéo
inibitdria verificada na secrecdo de IL-1p nestes ensaios seja promovida pela mesma molécula
presente no meio condicionado do fungo. O real papel da secrecdo e presenca de EVs durante
a criptococose ainda é pouco elucidado, carecendo informagfes sobre o impacto das mesmas
em células do hospedeiro e células fungicas adjacentes. Entre as informacgfes descritas na
literatura, temos que EVs podem potencializar a funcdo anticriptocdccica de macrdfagos
(OLIVEIRA et al., 2010), enquanto outros estudo demonstram que a presenca de EVs facilita
a transmigracdo da levedura para o sistema nervoso central (HUANG et al., 2012) ou até
mesmo auxilia na replicacdo intracelular de cepas hipovirulentas (BIELSKA et al., 2018). Em
conjunto, essas informagdes demonstram o papel ambiguo descrito atualmente para as EVs.

Interessantemente, uma dualidade quanto a modulacéo das células dendriticas entre vesiculas
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integras e o contetdo vesicular foi encontrada em nosso modelo, indicando dois momentos
distintos de interacdo com desfechos diferentes. Apesar de se apresentar como um ensaio
piloto, toda informacao acerca das interacdes entre EVs fingicas e o0 hospedeiro sdo de grande
importancia para o maior entendimento deste que é considerado um novo fator de viruléncia
do fungo.

Em concluséo, este trabalho apresentou uma série de impactos promovidos pelo meio
condicionado derivado da cultura de C. neoformans selvagem, especialmente na via de
sinalizacdo do inflamassoma NLRP3. O tratamento com CM35 deixou 0s macrofagos menos
responsivos e eficazes em modelos de infeccdo in vitro, indicando um possivel novo
mecanismo de resisténcia do fungo no interior do hospedeiro susceptivel. Nés também
desvendamos a participagdo do metabolito aromatico ILA nas propriedades inibitorias
apresentadas pelo CM35, molécula esta nunca antes relatada na literatura apresentando este
efeito. Diferentemente do que esta reportado na literatura, em nosso modelo de ativacdo do
inflamassoma 0 GXM nédo se apresentou como um importante inibidor, assim como
carboidratos associados a viruléncia e moléculas da via de producgdo de fosfatidilcolina. De
toda forma, mais ensaios acerca do meio condicionado de C. neoformans sao essenciais para a
determinacdo das peculiaridades do mecanismo de acdo inibitorio e em qual etapa a via de
sinalizacdo do inflamassoma esta sendo inibida, determinacdo de outras moléculas que
possivelmente contribuam com ILA para esta inibicdo e qual é o impacto destas moléculas no

curso da criptococose com modelos de infecgdo in vivo.
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