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Resumo

A criptococose é uma doenca causada por fungos do género Cryptococcus
responséavel por cerca de 181.000 mortes todos 0s anos. Leveduras de Cryptococcus
neoformans geralmente causam doencas em pacientes imunocomprometidos,
enquanto a espécie irma Cryptococcus gattii € mais frequentemente associada a
doenca em hospedeiros aparentemente imunocompetentes. Neste trabalho, testamos
a hipotese de que isolados de C. neoformans e C. gattii apresentam diferencas
fenotipicas na sua interacdo com macréfagos murinos. Para isso células de isolados
de C. neoformans (16 isolados da Fiocruz/RJ e 10 isolados do LACEN/DF) ou C. gatti
(12 isolados da Fiocruz/RJ) foram co-incubadas com macrofagos derivados da
medula éssea (BMM - tipo M1) de camundongos BALB/c ou células imortalizadas da
linhagem J774 por 2h ou 24h. Apos a interacdo avaliamos a fagocitose, sobrevivéncia
fungica e producao de citocinas por macréfagos. Em média, os isolados de C. gattii da
FIOCRUZ-RJ foram mais fagocitados e apresentam maior habilidade de sobreviver a
interagdo ao mesmo tempo em que induziram uma maior producédo de TNF-alfa nos
macrofagos em relagdo aos isolados de C. neoformans. Em contrapartida, os isolados
de C. neoformans foram capazes de induzir maior producéo de MCP-1 por macréfagos
em relagdo aos isolados de C. gattii. Observamos também uma correlagdo positiva
entre a sobrevivéncia fungica e a taxa de fagocitose dos isolados de C. neoformans da
FIOCRUZ/RJ, indicando que quanto maior for a internalizagdo do fungo, maior a sua
taxa de sobrevivéncia. N6és também observamos uma correlagdo negativa entre a
producdo da citocina IL-6, e a quimiocina MCP-1 por macréfagos e a sobrevivéncia
fungica apoés a interacdo para os isolados clinicos de C. neoformans da FIOCRUZ/RJ.
Em conclusdo, isolados de C. gattii foram fagocitados com mais eficiéncia, o que ja
havia sido previamente associado a uma melhor sobrevida dos fungos no sistema
nervoso central. Os isolados de C. gattii também conseguiram resistir melhor a
atividade antifingica do macrofago e induziram uma diminuicao da secrecdo de MCP-
1 por macréfagos. O melhor entendimento das diferengas na interacao de isolados das
duas espécies com macréfagos poderd ajudar a entender melhor possiveis razdes
para as diferencas clinicas entre a criptococose causada por C. neoformans e a

criptococose causada por C. gattii.

Palavras chaves: Criptococose, macr6fagos murinos, Cryptococcus spp, Cryptococcus

neoformans, Cryptococcus gattii.



Abstract

Cryptococcosis is a disease caused by fungi of the genus Cryptococcus that kills about
181,000 individuals every year. Cryptococcus neoformans yeast cells generally causes
disease in immunocompromised patients, while the sister-species Cryptococcus gattii
is more often associated with the disease in apparently immunocompetent hosts. In
this work, we tested the hypothesis that there are phenotypical differences in the
interaction of isolates of C. neoformans and C. gattii with murine macrophages. For
that, isolates of C. neoformans (16 isolates from Fiocruz/RJ and 10 isolates from
LACEN/DF) and C. gattii (12 isolates from Fiocruz/RJ) were co-incubated with Bone
marrow derived macrophages (BMM - type M1) or with the immortalized murine
macrophage lineage J774 for 2h or 24h. After the interaction, we evaluated fungal
phagocytosis and survival and the production of cytokines by the macrophages. The
isolates of C. gattii from FIOCRUZ-RJ were more phagocytized and survived better
after the interaction, while they induced a greater production of TNF-alpha in
macrophages compared to isolates of C. neoformans. In contrast, the isolates of C.
neoformans were able to induce greater production of MCP-1 by macrophages
compared to isolates of C. gattii. We also observed a positive correlation between
fungal survival and the phagocytosis rate of C. neoformans isolates from FIOCRUZ/RJ,
indicating that the greater the internalization of the fungus, the greater its survival rate.
We also observed a negative correlation between macrophage production of IL-6 and
MCP-1 and fungal survival for the clinical isolates of C. neoformans from FIOCRUZ/RJ.
In conclusion, isolates of C. gatti were more efficiently phagocyted, which was
previously associated with better fungal survival in the central nervous system. C. gattii
isolates were also presented increased ability to survive macrophage's antifungal
activity and also induced decreased MCP-1 secretion by macrophages. A better
comprehension of the interaction of both species with macrophages might help us to
better understand the clinical differences between cryptococcosis caused by C.

neoformans or C. gattii.

keywords: cryptococcosis, murine macrophages, Cryptococcus spp, Cryptococcus

neoformans, Cryptococcus gattii.



1. Introducéo

1.1. Criptococose

A criptococose € uma doenca causada por fungos do género
Cryptococcus que mata cerca de 181.000 seres humanos todos os anos. A
doenca ¢é devastadora na Africa Subsaariana, e também afeta
significativamente outras regides do globo, como Asia, Oceania, Europa e
Ameéricas. E estimado que 15% das mortes dos portadores de AIDS s&o
acarretadas por meningite criptococica (RAJASINGHAM et al., 2017). A figura 1
demonstra a estimativa da incidéncia anual da infec¢cdo por pais. Podemos
observar que Brasil € um dos paises com a maior incidéncia da criptococose na

América Latina apresentando entre 1.001 a 2.500 casos anuais.

INCIDENCIA ANUAL DE INFECGKO CRIPTOCOCICA: & W
3 <500 I 5001-10000 G l
B 501-1000 £110001-15000 7 2
M 1001-2500  [EH15001-25000 P

B 2501-5000 I >25000

Figura 1. Incidéncia anual de infec¢cdes criptococicas. Estimativa da
incidéncia anual de infec¢des criptococica por pais em 2014. Estima-se que
existam cerca de 278.000 pessoas positivas para antigenemia criptocécica no
mundo. Fonte: Adaptado de Rajasingham et al., 2017.
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A criptococose € considerada uma das principais doencas fungicas
invasivas em humanos (LIN; HEITMAN, 2006). No ano de 1894 a criptococose
foi identificada, quando o patologista Otto Busse e o médico Abraham Buschke,
observaram juntos leveduras de Cryptococcus spp como a causa de um
granuloma cronico do osso tibial em uma paciente de 31 anos. Entretanto, a
criptococose humana s6 se tornou reconhecida como uma grande ameaca a
saude com o aparecimento da pandemia de AIDS na década de 1980, durante
a qual essas infecgfes fungicas se tornaram um padrédo definidor da AIDS em
pacientes com funcédo de células T CD4 positivas bastante reduzida (MAY et
al.,2016).

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo de infeccdes
fungicas invasivas. O aumento de individuos portadores do virus HIV/AIDS,
pacientes imunocomprometidos tais como transplantados e que fazem uso de
guimioterapicos permeiam a causa da elevada incidéncia destas micoses.
(RICHARDSON, LASS-FLORL, 2008; SPITZER et al., 2017). Os géneros
Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis ocasionam por volta de
90% das mortes por doencas fungicas (BROWN et al., 2012).

A porta de entrada da infecgdo é via inalatoria (Figura 2), e a doenca
pode acometer o homem e outros animais tendo um caréater principalmente
oportunista, porém pode acometer pacientes imunocomprometidos, mas
também pacientes com o sistema imunitario aparentemente saudavel
(QUEIROZ et al.,2008).
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INALACAO

ESPOROS OU
LEVEDURAS

e

ALOJAMENTO
EM ALVEOLOS

DISSEMINAGAO NO
SISTEMA NERVOSO
ARVORES EXCRETA WAL
DE POMBOS

Figura 2. Ciclo de infeccdo por Cryptococcus. Na natureza, pode ser
achado em excretas de pombos ou em arvores. A infec¢ao ocorre pela inalacédo
de particulas infecciosas, como leveduras ou esporos. Ndo sendo erradicada a
infeccdo, o fungo entdo se instala nos alvéolos pulmonares, normalmente em
granulomas de onde pode se proliferar quando acontece a imunosupresséao. O
fungo pode se alastrar e chegar ao sistema nervoso central, causando a
meningite criptocécica. Fonte: adaptado de HULL & HEITMAN, 2002.

A distribuicdo molecular das espécies causadoras da criptococose
apresenta padrfes distintos dependendo da regido. O tipo molecular mais
comum no pais € o VNI, seguido do VGII e VNII. O tipo VNI da espécie C.
neoformans esta presente em isolados clinicos e ambientais da regido Sul-
Sudeste. J4 que o VGIlI de C. gattii, € mais comumente encontrado na
macrorregiao Norte-Nordeste (TRILLES et al, 2008; MARTINS et al, 2011).

Cryptococcus gattii € frequentemente isolado de plantas, estando associado
a espécies nativas e exoticas de regibes tropicais e subtropicais (ARAUJO
JUNIOR et al., 2015).
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O diagnéstico da criptococose pode ser realizado por meio de
visualizacao direta por microscopia, cultura, métodos de procura de antigenos
e por métodos moleculares. O método de visualizacdo direta utiliza tinta
nanquim em amostras do liquor, que evidencia um halo ao redor do fungo. A
cultura do fungo em meio de cultura so6lido em geral € mais efetiva em casos de
alta carga fungica, tendo baixa sensibilidade em amostras com cargas fungicas
baixas (MAZIARZ e PERFECT, 2016).

O método mais utilizado, hoje em dia, € o teste CrAg LFA (Ensaio de
Fluxo Lateral para antigeno criptocécico, do inglés “Cryptococcal Antigen
Lateral Flow Assay”), que € um teste rapido imunocromatografico, que analisa
antigenos e polissacarideos do fungo de forma qualitativa e semi-qualitativa
(KOZEL e BAUMAN, 2012; SKIPPER et al., 2019).

Existem outros testes diagndsticos para a doengca como os testes de
aglutinacdo em latex, e ensaios enzimaticos, entretanto, esses apresentam
sensibilidade muito menor que a do CrAg (KOZEL e BAUMAN, 2012; SKIPPER
et al., 2019).

A Criptococose € normalmente fatal se ndo houver tratamento efetivo
(COELHO et al.,, 2014). A Sociedade Americana de Doencas Infecciosas
(IDSA) aconselha como tratamento efetivo anfotericina B (AMB) em
combinacdo com 5-fluorocitosina (5-FC) nas primeiras duas semanas de
tratamento, posteriormente a continuidade do tratamento é com fluconazol
(FLZ) (PERFECT et al., 2010).

Em humanos a infecgdo por Cryptococcus spp ocorre por inalagcdo de
leveduras ou esporos que atingem os pulmdes, especificamente os alvéolos,
nos quais pode ocorrer infeccdo pulmonar, podendo evoluir para
meningoencefalite dependendo do estado imunolégico do hospedeiro (LIN;
HEITMAN, 2006; KHAWCHAROENPORN et al., 2007; HARRIS et al., 2013;
COELHO et al., 2014).

A colonizacéo fungica e a progressao da doenca sao determinadas por trés
fatores principais: 1) resposta imune do paciente; 2) viruléncia da cepa desta
levedura e 3) quantidade de particulas infectantes inalada pelo hospedeiro
(PERFECT et al., 2010).

A patogénese da forma grave da criptococose apresenta sinais e sintomas
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relativos ao envolvimento das meninges e aumento da presséo intracraniana
gerada pela infeccdo. Tais como: febre, dor de cabeca, desorientacao,
vertigem, rigidez na nuca, tontura, hiporreflexia, sonoléncia, vomitos, afasia e
paralisia dos nervos cranianos. (LACAZ, 2002).

Ambas as espécies de Cryptococcus demonstram diferencas nas
manifestacbes clinicas, enquanto a infeccdo por C. neoformans pode
apresentar lesbes relacionadas a pneumonia multifocal, meningite e
meningoencegalite, nas infeccbes por C. gatti podemos observar
manifestacdes clinicas ligadas a formas pulmonares graves com presenca de
lesbes focais e criptococomas que sdao massas fungicas no pulmdo e no
cérebro. Esses criptococomas podem dificultar o acesso dos farmacos ao sitio
da infeccdo, consequentemente podendo prolongar o tratamento. Nestes casos
a intervencéo cirurgica para retirada desses criptococomas pode ser indicada.
(CHEN et al., 2000; JAIN et al., 2005; DIXIT et al., 2009; SEVERO et al., 2009;
GALANIS et al., 2010).

Ao chegar aos alvéolos pulmonares o fungo interage com células do
sistema imune. Essa interacdo resulta no recrutamento de células para o sitio
de infeccdo, que liberam citocinas inflamatérias importantes para a resposta
adequada pelo hospedeiro. Pode ocorrer o desenvolvimento de trés vias
especificas que vao determinar a eficiéncia na protecao do individuo ou o inicio
da manifestacdo da doenca. (PERFECT; CASADEVALL, 2002; PERFECT,
2010; SABIIT; MAY, 2012) Tais como:

1) Em individuos com resposta imune ndo competente ocorre proliferacdo e
disseminacdo do fungo causando a doenca pulmonar que apresenta nodulos
pulmonares e/ou inflamacdo e doenca disseminada com maior frequéncia no
cérebro;

2) Nao desenvolvimento da doenca com eliminacdo completa do fungo
diante de uma resposta imune eficaz;

3) Infeccdo sem sintomas quando o fungo apesar de néo eliminado entra
em estado de laténcia no organismo, normalmente isolado em granulomas.

Nessa Ultima situagdo, o fungo permanece dormente e o hospedeiro sem
sintomatologia até que o hospedeiro apresente uma baixa na resposta imune

ou total supressédo de uma resposta eficiente, levando a reativacéo, replicacao
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e posterior disseminacdo do fungo para outros 6rgaos. (PERFECT,;
CASADEVALL, 2002; PERFECT, 2010; SABIIT; MAY, 2012).

Existem trés possiveis mecanismos que explicam a disseminacéao do fungo
do pulméo até o sistema nervoso central (SNC), causando assim a forma mais
grave da doenca, conhecida como meningoencefalite ou meningite
criptococica. (MA & MAY, 2009). O primeiro mecanismo que explica a
disseminacao do fungo para o SNC, é o popular modelo de cavalo de Tréia, no
qual o fungo é fagocitado por uma célula imune e ndo sendo morto por ela,
trafega dentro desse fagocito até a barreira hematoencefélica (BHE) chegando
as meninges e causando a doenca neste local. (KRONSTAD et al., 2011).

O segundo mecanismo consiste na internalizacdo do Cryptococcus no qual
as células fagociticas com fungos internalizados migram até o SNC e la sdo
capazes de transferir o fungo para células endoteliais dos capilares sanguineos
do cérebro através de um processo chamado de transferéncia lateral,
posteriormente as células fangicas migram e atravessam o citoplasma celular
sem causar dano ao endotélio vascular, atingindo o tecido cerebral facilitando
assim a colonizacao por esse fungo. (MA & MAY, 2009; KRONSTAD et al.,
2011).

No terceiro mecanismo, as células fangica sdo capazes de atravessar
sozinhas entre as células endoteliais do cérebro, causando a doenca neste
local. Este mecanismo é conhecido como modelo paracelular. (MA & MAY,
2009; SABIITI e MAY, 2012).

Grande parte da viruléncia e letalidade deste género esta ligada a
habilidade do fungo de evadir dos tecidos pulmonares e se disseminar pela
corrente sanguinea, no qual relatos que leveduras mutantes que apresentam
falhas nesse escape sdo capazes de promover doencas assintoméaticas ou
brandas (DENHAM; BROWN, 2018).

A imunidade do hospedeiro mediada por células é importante para uma
resposta eficiente contra as leveduras deste fungo. Essa resposta €
determinante para a ndo progressao da criptococose. Estudos com pacientes
HIV/AIDS mostram que a deplecdo de linfécitos T CD4, uma das principais
células do sistema imune do hospedeiro, aumenta o risco da infeccéo por este
fungo (PONGSAI; ATAMASIRIKUL; SUNGKANUPARPH, 2010).
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1.2. Epidemiologia da criptococose

Associada ao HIV, a criptococose € a principal causa de morte por
infeccbes fungicas em pacientes com AIDS. A criptococose é a segunda
infeccdo fungica com maior mortalidade no Brasil e apresenta dados clinicos
consistentes com os ao redor do mundo. Em todas as regifes geogréficas
foram relatados casos de criptococose. Reforcando a presenca global deste
fungo (PRADO et al., 2009).

A forma mais grave da criptococose € a meningite criptococdcica.
Estimativas de 2009, sugeriam que a doenca afetava cerca de um milhdo de
pessoas portadora do HIV/AIDS, apresentando letalidade em torno de 65% e
incidéncia de 75% de casos novos na Africa Subsaariana (PARK et al., 2009).

Entretanto, a acessibilidade e precisdo de técnicas diagnésticas que
detectam infecc¢des flngicas, assim como protocolos otimizados para o controle
da AIDS, entre eles o0 uso da terapia antirretroviral combinada levardo a uma
diminuicdo significativa nos casos de mortalidade por doencas fuangicas
(ALVES SOARES, 2019).

Dados mais recentes demonstraram que ocorreu uma queda no nimero
de casos de meningite criptococdcica. As estimativas mais atuais indicam que
ocorrem cerca de 223 mil casos da doenca associada a AIDS por ano, com 181
mil mortes, com elevacdo da taxa de letalidade da doenca para 81%. No
entanto, a taxa de incidéncia da doenca na regido da Africa subsaariana
permanece em torno de 73% semelhante aos dados anteriores
(RAJASINGHAM et al., 2017).

Por ano, sédo diagnosticados aproximadamente 200 mil casos de
meningite causados por Cryptococcus spp, € 0s tratamentos convencionais
utilizados enfrentam grandes desafios devido a elevada toxicidade e limitagbes
farmacocinéticas (AFELTRA, VERWEIJ, 2003; DAY et al., 2013; JARVIS et al.,
2014; AGUSTINHO et al., 2018).
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1.3. Epidemiologia da Criptococose no Brasil

As regifes Sudeste e Sul do Brasil apresentam prevaléncia da criptococose
associada a AIDS, causada pela espécie C. neoformans, com predominancia
do sexo masculino, com idade entre 30 a 39 anos, com letalidade de 35 a 45%.
Jé as infecgBes por C. gattii sdo casuais. A criptococose causada pela espécie
C. gattii é endémica nas regides Norte (Amazbnia) e Nordeste do Brasil
incluido o semiarido atingindo criancas e individuos jovens, HIV-negativos e em
menores casos ocorrendo nas demais regides. (BRASIL, 2012).

No Brasil a letalidade gira em torno de 45% a 65% em casos de meningite,
seja associada com AIDS, seja em individuos aparentemente normais. No DF a
letalidade geral € de 51,8%, com maior percentual de casos relacionados a
espécie C. neoformans (JUNIOR et al., 2017).

A partir do monitoramento de casos de criptococose de 2000 a 2012
diagnosticados pela Rede SUS do DF, um levantamento identificou 56 casos
da doenca neste periodo. O nimero ndo indica uma alta incidéncia da doenca,
entretanto a gravidade desta micose € elevada. Do total verificado 56,3% s&o
oriundos do DF, 32,1% da Ride/DF e 14,3% de outros estados, e maior parte
dos casos acometia homens (JUNIOR et al., 2017).

Estudo realizado por Alves Soares e colaboradores (2019), sobre
mortalidade no Brasil por criptococose entre os anos 200 e 2012 demonstrou
que houve registro de 5.755 Obitos no pais. Destes, a criptococose foi
registrada como causa béasica de morte em 1.121 Obitos (19,5%),
representando uma taxa média de mortalidade de 6,09/milhdo de habitantes.
Homens apresentaram maior Obito em relacdo a mulheres pela doenca,
prevalecendo na faixa etaria de 20 a 59 anos.

Ainda de acordo com o estudo de Alves Soares e colaboradores (2019) os
Obitos pela doenga foram registrados em todos os estados brasileiros, mas sua
distribuicdo ndo foi homogénea. A figura 3 mostra o perfil geografico das taxas
de mortalidade por criptococose entre 2000 a 2012, tanto como causa basica

guanto como causa associada de o6bito.
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Figura 3. Taxa de letalidade associada a criptococose (causas associadas) nos

estados brasileiros. Adaptada de Alves Soares et al., (2019).

1.4. Cryptococcus spp.

Os fungos do género Cryptococcus sao basidiomicetos normalmente
leveduriformes (LAZERA et al., 2000; LIN, 2009; LIN; HEITMAN, 2006).

O  género Cryptococcus diferencia-se ~ por  apresentar  leveduras
encapsuladas que podem estar dispersas hno ambiente, tendo
como habitat natural lugares umidos, contendo excretas de passaros ou 0C0S
de arvores (RIBAS et al.,2011).

O género apresenta cerca de 70 espécies e atualmente duas dessas
espécies sao reconhecidas como patogénicas: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gatti. A  primeira inclui  variacdo grubii
(historicamente, sorotipo A), var. neoformans (historicamente, sorotipo D) e

variedade hibrida AD. As espécies e variedades se diferem em aspectos
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bioquimicos, biologicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (QUEIROZ et
al.,2008).

A espécie C. neoformans estd normalmente ligada a casos de
imunossupressao e associacdo com HIV/AIDS. A espécie C. gattii, entretanto
se associa normalmente a casos da doengca em pessoas aparentemente
imunocompetentes  (WILSON, 1957; MITCHELL, PERFECT, 1999;
CASADEVALL, PERFECT, 1998; LESTER et al., 2011).

Historicamente, existia-se apenas a espécie C. neoformans a qual era
dividida em cinco sorotipos, A (C. neoformans var. grubii), B (C. neoformans
var. gattii), C (C. neoformans var. gattii), D (C. neoformans var. neoformans) e
AD (um hibrido dos sorotipos A e D), com base em diferencas sorologicas
derivadas da capsula polissacaridica identificadas por testes de aglutinacao
(IDNURM et al., 2005). No entanto essa classificacdo foi posteriormente
substituida por Kwon-Chung e Varma (2006) que ao analisarem diferencas
epidemioldgicas, bioquimicas e ecoldgicas entre essas diferentes variedades
de C. neoformans sugeriram uma nova classificacdo desse fungo separando-o
em duas espécies diferentes: C. neoformans e C. gattii. Posteriormente, Meyer
e colaboradores (2009), propuseram uma classificacdo dos fungos do
complexo Cryptoccocus spp em diferentes tipos moleculares a partir de
andlises filogenéticas feitas a partir doe sequenciamento completo de varias
linhagens das espécies-irmés C. neoformans e C. gattii. Essa classificacdo
compreende oito tipos moleculares: VNI, VNIl e VNB; VNIV; VNIl de C.
neoformans e VGI, VGII, VGIIl e VGIV de C. gattii. A figura 4 demonstra a
classificagdo dos fungos desse complexo de acordo com esses diferentes
critérios conforme proposto por Lin et al., 2009.
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Figura 4. Classificacdo de espécies do género Cryptococcus em sorotipos e
tipos moleculares, Adaptado de Lin, 2009.

Em 2015, Hagen e colaboradores propuseram que os fungos dos
complexos C. neoformans e C. gattii fossem divididos em sete espécies de
acordo com suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas, epidemiolégicas e de
viruléncia, sendo proposto o uso de C. neoformans para os genaétipos VNI, VNII
e VNB (anteriormente C. neoformans var. grubii), C. deneoformans para os
gendtipos para VNIV (anteriormente C. neoformans var. neoformans), C. gattii
para VGI, C. deuterogattii para VGII, C. bacilisporus para VGIII e finalmente C.
tetragattii para VGIV. Apesar da proposta destes autores, essa nova
nomenclatura taxonémica ainda ndo € amplamente aceita por muitos grupos e
a classificagdo em complexo C. neoformans e complexo C. gattii ainda é
bastante utilizada.

De acordo com Firacative e colaboradores (2018), a maior prevaléncia
global e na América latina, principalmente no Brasil sdo de isolados clinicos e
ambientais com classificacdo Cryptococcus var. grubii (sorotipo A e tipo
molecular VNI).

O Cryptococcus spp € um basidiomiceto que apresenta ampla distribuicdo
geografica, e pode ser encontrado no solo, troncos de arvores, vegetais em

processo de decomposicao e em excreta de aves, principalmente de pombos
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(LAZERA et al., 2000; LIN, 2009; LIN; HEITMAN, 2006).

Segundo May et al., 2016 em relacdo a morfologia fungica do
Cryptococcus apos a infeccdo se estes forem derivados de esporos ou células
de levedura, por inalagdo em um hospedeiro mamifero todos os Cryptococcus
passam ou mantém uma forma de levedura. Quando cultivado em certas
condi¢cdes em laboratério, o Cryptococcus passa a possuir células que séo
redondas e tém em geral de 5 a 7 um de didmetro. Contudo, o tamanho, a
estrutura e as caracteristicas das células podem variar drasticamente dentro do
hospedeiro.

Uma morfologia atipica importante de células de Cryptococcus sdo as
células titds. As células titds possuem um diametro do corpo celular superior a
12 uym (excluindo a capsula), sado poliploides, possuem capsulas altamente
reticuladas e uma parede celular espessada. Estudos recentes mostraram que
as células titds contém niveis elevados de quitina na sua parede celular. Esse
polissacarideo € reconhecido e clivado por quitinases hospedeiras, e pode
induzir uma resposta imune adaptativa prejudicial. Curiosamente, a poliploidia
observado em células titds melhora a adaptacédo genética a um ambiente hostil
estressante, resultando em aumento da sobrevivéncia dentro do hospedeiro
(MAY et al .,2016).

De acordo com Sorrell e Ellis (1997), a espécie C. gattii foi inicialmente
isolada de uma arvore chamada Eucalyptus camaldulensis na regido sul da
Australia. No Brasil o C. gattii ja foi encontrado em oco de arvores das espécies
Syzygium jambolana, Cassia grandis, Senna multijuca e Ficus microcarpa
(LAZERA et al., 1993; 1998; FORTES et al., 2001; COSTA et al., 2009).

Kwon-Chung e Bennett (1984) consideravam o C. gattii um patégeno
tropical e subtropical, no entanto casos da infeccdo por esta espécie em
humanos em Vancouver no Canada, e consequentemente sua disseminacao a
regido dos Estados Unidos e British Columbia, Espanha, Italia e Grécia
derrubou esse padrdao (DROMER et al., 1996; KIDD et al., 2007; BYRNES et
al., 2009; LOCKHART et al., 2013).
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1.5. Atributos de viruléncia do Cryptococcus spp

Sao diversos os fatores de viruléncia do C. neoformans, dentre esses 0s
mais estudados sdo a capsula polissacaridica, a producdo de melanina e
capacidade de crescimento a 37°C (SABIITY; MAY, 2002).

No geral, a maior parte das espécies de fungos apresenta um O6timo
crescimento entre 25 e 35°C. Somente alguns fungos possuem
termotolerancia, que consiste na habilidade de crescer entre 35 e 40°C. Essa
particularidade é um pré-requisito para que um microrganismo seja capaz de
proliferar e provocar doenca em tecidos internos de hospedeiros mamiferos
(PERFECT, 2006).

Em relacéo a capsula que envolve a superficie celular de C. neoformans,
esta é tida como o principal fator de viruléncia de C. neoformans e C. gattii
(Zaragoza et al., 2009). Sua importancia foi comprovada quando mutantes que
possuem defeitos na formacdo capsular se mostraram avirulentos em modelo
murino de infeccdo (Chang e Kwon-Chung, 1994; Zaragoza et al., 2008). A
capsula é composta por dois principais polissacarideos: glicuronoxilomanana
(GXM), que corresponde a aproximadamente 90% da massa total da capsula; e
glicuronoxilomanogalactana (GXMGal) (HEISS et al., 2009), que corresponde a
cerca de 7% dessa estrutura (DOERING, 2000). O tamanho da cépsula pode
ser induzido por diversas condi¢des, como mudancgas no pH, elevados niveis
de CO2 (GRANGER et al., 1985) e privacao de ferro (VARTIVARIAN et al.,
1993).

A lacase é um importante fator de viruléncia do fungo, ela € expressa em
C. neoformans como uma enzima da parede celular que possui um amplo
espectro de atividade, oxidando compostos polifenélicos e ferro. Dois
paralogos, CNLAC1 e CNLAC2, estao presentes no fungo, dos quais o primeiro
expressa a atividade enzimatica dominante em condicbes de privacdo de
glicose. A regulacdo da enzima se da em resposta a varios sinais ambientais,
incluindo falta de nutrientes, estresse pela temperatura, e pode ser mediada
por varias vias de transducéo de sinal (ZHU & WILLIAMSON, 2004).
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A melanina é um pigmento que pode ser encontrado em todos 0s reinos
bioldgicos, desempenhando uma ampla variedade de funcbes, como defesa
contra o estresse ambiental, a radiacdo ultravioleta, as radiacdes ionizantes e
aos agentes oxidantes (EISENMAN & CASADEVALL, 2012). Este pigmento
ndo é crucial para o desenvolvimento e morfogénese fangica, porém esta
diretamente relacionada a sobrevivéncia e a viruléncia em modelos animais
(WATANABE et al.,, 2000; FENG et al.,, 2001; SHIMIZU et al., 2014). A
melanina € um polimero pigmentado que apresenta coloragdo escura, sendo
hidrofébico e insolavel em fluidos aquosos ou organicos, apresentando carga
negativa e sendo resistente a acidos (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2006).

Grande parte dos fungos sintetizam melanina constitutivamente, outros,
facultativamente, como acontece com C. neoformans. Em meio contendo
substancias fendlicas, como L-dopa, células de C. neoformans produzem e
acumulam tal pigmento (WANG et al., 1995). A melanizacdo pode até mesmo
alterar a resposta imune do hospedeiro a infeccdo, exemplo: uma linhagem
mutante de C. neoformans, que apresenta deficiéncia na sintese de melanina
mostrou-se menos virulenta em camundongos, enquanto células melanizadas
obtiveram maior resisténcia a fagocitose e efeitos antifUngicos de macréfagos
murinos (WANG et al., 1995).

A capsula apresenta funcdo de protecdo ao fungo no meio ambiente,
evitando a desidratacao, radiacao, além de proteger contra predadores naturais
(STEENBERGEN et al.,, 2001; MYLONAKIS et al., 2002; CHRISMAN et al.,
2011).

A capsula dificulta a fagocitose pelos macréfagos no hospedeiro, em
casos de fagocitose, a capsula protege o Cryptococcus spp da acdo espécies
reativas de oxigénio (MACURA et al., 2007; ZARAGOZA et al., 2008). Outra
acao importante que a capsula desempenha é a modulacédo do sistema imune
em funcado da sobrevivéncia do fungo, através da desregulagéo da producédo de
citocinas inflamatorias (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; VECCHIARELLI et
al., 2011).

Uma outra caracteristica importante do género Cryptococcus é a sua
capacidade de gerar biofilmes, atributo relacionado a resisténcia a antifungicos.

Ja é bastante conhecido que os biofilmes microbianos apresentam alta
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resisténcia a antibidticos e outras moléculas microbicidas (ANDERSON and
O'TOOLE, 2008).

Os biofilmes formados por de C. neoformans apresentam maior
resisténcia a AMB (anfotericina B) e completamente resistentes aos azois
quando comparados com células plancténicas (MARTINEZ and CASADEVALI,
2006).

Outro atributo de viruléncia importante deste fungo € a producédo de
enzimas, as mais importantes sao fosfolipases, proteases e a urease. As
proteases sédo enzimas que degradam proteinas, no hospedeiro essas enzimas
tém a capacidade de fazer a quebra de imunoglobulinas e proteinas do
complemento. As proteases também estdo relacionadas a permeabilidade da
barreira da barreira hematoencefalica (CASADEVALL et al., 2018).

Ja as fosfolipases atuam fazendo a quebra de fosfolipidios, o fungo
produz a fosfolipase B, que apresenta funcdo de degradacdo de membranas de
fagdcitos, e auxilia no acesso de nutrientes dentro do fagolisossomo, e no
processo de exocitose. Outra funcdo das fosfolipases é facilitar a adesédo do
fungo as células epiteliais do pulmao, favorecendo a dispersdao do fungo
(COELHO et al., 2014).

A urease produzida pelo fungo esta relacionada a neutralizacdo do pH
dentro do fagolisossomo, invasdo do SNC e também tem funcdo de facilitar
acesso a fontes de nitrogénio importantes a levedura (MAY et al., 2016).

A viruléncia e letalidade atribuidas ao fungo estdo em sua habilidade de
evadir dos tecidos pulmonares e se espalhar pela corrente sanguinea, havendo
relatos em que leveduras mutantes que apresentam falhas nesse escape
promovem doencas assintomaticas ou brandas (DENHAM; BROWN, 2018).
Assim sendo, quando este se localiza na corrente sanguinea, pode infeccionar
qualquer 6érgdo do corpo humano; ja foi localizado em: adrenais, articulacdes,
coracdo, cavidade ocular, linfonodos, préstata, o0ssos, rins e trato
gastrointestinal (LIN; HEITMAN, 2006; MITCHELL; PERFECT, 1995). Todavia,
0 6rgao pelo qual a levedura possui maior tropismo € o0 sistema nervoso
central. O motivo para este tropismo ainda ndo é totalmente esclarecido,
entretanto existem provaveis explicacbes para este fendbmeno, como por

exemplo: a presenga de substancias preferenciais para o crescimento do
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fungo; a construgcdo de um refagio para o fungo evitar uma resposta imune
eficiente do hospedeiro e/ou a presenca de receptores mais especificos que

em outros 6rgaos, que atraiam fungo (LIN; HEITMAN, 2006).

1.6. Imunologia da criptococose

As leveduras do género Cryptococcus sdo capazes de interagir com o
sistema imune do hospedeiro. Uma das descobertas mais notaveis dos ultimos
anos tem sido até que ponto os Cryptococus spp podem manipular a resposta
imune do hospedeiro para atenuar a inflamacédo, evitar a morte por células
fagociticas e, finalmente, se disseminar para o Sistema Nervoso Central (MAY
et al.,2016).

As células dendriticas (DCs) sdo descritas como as primeiras células
das linhas de defesa imunoldgica a agir no reconhecimento e internalizacao do
Cryptococcus no pulmédo do hospedeiro. Estas células sdo importantes na
ativacdo de resposta imune adaptativa, pois tem capacidade de apresentar
antigenos que ativam linfocitos T especificos contra antigenos do fungo. As
DCs apresentam a habilidade de eliminar leveduras fagocitadas por meio de
seu conteudo lisossomal, mesmo em hospedeiros que apresentam
susceptibilidade a criptococose (GIBSON; JOHNSTON, 2015).

Os macrofagos assim com as DCs, citadas anteriormente, apresentam
papel importante na resposta contra a criptococose, principalmente o0s
macréfagos alveolares que sédo considerados primordiais para uma resposta
eficiente (GORDON & READ, 2002; GIBSON; JOHNSTON, 2015). Apesar dos
macrofagos sabidamente serem considerados as principais células efetoras
contra o fungo causador da criptococose, em varios estudos, tais como 0s
realizados em 2001, por Feldemesser, Tuker e Casadevall, observou-se que o
C. neoformans é uma patégeno facultativo de macrofagos, sendo ao mesmo
tempo a principal célula efetora na resposta imune a esse fungo, mas também
um sitio de replicacéo celular e provavelmente dispersédo do fungo nos tecidos

do hospedeiro.
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A deplecdo de macrofagos estava fortemente ligada a reducdo da
disseminacéao fungica para o cérebro de camundongos, ja que para que ocorra
o transporte do fungo ele precisa ser internalizado pelos fagécitos (MONGA,
1981).

Diversos autores descrevem a capacidade de plasticidade de
polarizacdo dos macrofagos alveolares, que se caracterizam pela presenca e
liberacdo de citocinas inflamatérias (Figura 5). A inducdo de producdo e
liberacdo de IFN-y no microambiente leva a uma polarizagdo de macréfagos
conhecidos como classicos ou M1 que sdo considerados eficientes contra a
espécie C. neoformans, em contrapartida a inducéo de producao e liberacdo de
IL-4 e IL-13 que leva a uma polarizacdo aos macrofagos conhecidos como M2
ou macrofagos alternativos que ndo sao eficientes contra C. neoformans. Esta
polarizagdo pode facilmente ser mudada de acordo com as concentra¢des das
citocinas citadas anteriormente (DING et al.,, 1988 ; ARORA et al., 2005;
PORCHERAY et al., 2005 ; STOUT et al., 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008 ;
DAVIS et al., 2013; HUSSELL; BELL, 2014).

C. neoformans

Coue  Céula K

Eoandfilo O .

Th2 CD4"
®eaH Bassfilo

Macréfagos alternativamente ativados (M2)

Figura 5. Plasticidade fenotipica dos macréfagos em interacdo com

Cryptococcus. Adaptado de Wager e Wormley (2015).
33



Apos interacdo do fungo com os macréfagos alveolares ocorre uma reacao
inflamatoria granulomatosa com liberacdo das citocinas fator de necrose
tumoral alfa (TNF a), interleucina 12 (IL-12), interleucina 18 (IL-18) e interferon
gama (IFN-y), mediada por linfocitos T helper (CD4) e linfocitos T citotoxicos
(CD8), células natural killer (NK), neutrofilos, eosindfilos como resposta a
levedura (Figura 6) (PASA, 2011).
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. Fatores da doenca

Terapia de imunoestimulagio

Imunossupressio/deficiéncia Ativacdo imune
Inflamacio branda/ausente Inflamacio severa
Crescimento fungico Eliminagéo do fungo
descontrolado
Estratégia de tratamento Estratégia de tratamento
Terapia antifungica Terapia antifungica

‘ Fatores da doenga

Terapia de imunoregulacao

Figura 6. Resposta imune a Cryptococcus. Adaptado de Elsegeiny e
colaboradores (2018).

Os neutrofilos também possuem capacidade fungicida frente ao C.
neoformans, principalmente a partir da producdo de espécies reativas de
oxigénio (SUN et al., 2016). Apesar de apresentarem importéancia em sitios
especificos durante a infecgcdo disseminada (SUN et al., 2016), estas células
nao sao consideradas essenciais durante a patogénese, sendo um aumento na
quantidade dessas células em determinados tecidos relacionado a piora no

quadro clinico do hospedeiro (OSTERHOLZER et al., 2009).
34



Os linfécitos TCD4 também apresentam importancia na defesa do
organismo contra a criptococose, pois sdo eles que recrutam e ativam o0s
macréfagos para eliminacédo desse fungo do organismo (CROWE et al., 1991;
HUFFNAGLE et al., 1994).

Os linfécitos TCD8 também desempenham um papel importante na
resposta imune do hospedeiro a C. neoformans. Estas células medeiam a
morte de C. neoformans (MA et al., 2002). A deplecao in vivo de linfécitos
TCD8 murinos reduziu a sobrevivéncia em um modelo de infec¢éo criptocécica
letal (MODYET al., 1994). As células TCD8 também limitam o crescimento e a
sobrevivéncia de C. neoformans em macréfagos por meio da produgéo de IFN-
y independente dos linfécitos TCD4 (LINDELL et al., 2005).

O fungo é capaz de interagir e modular as respostas do hospedeiro, e de
maneira geral induz a resposta nao protetora Th2 por meio da expressao de
fatores de viruléncia como urease e lacase (OSTERHOLZER et al., 2009;
Coelho et al., 2015).

Entretanto, o que ¢é relatado pela literatura é que a presenca
concomitante de elementos da resposta Th2 seja conveniente no curso da
doenca ao contrabalancear uma resposta Thl excessiva (COELHO et al.,
2014; GRAHNERT et al., 2014).

Portanto, a resposta imune na criptococose é complexa havendo balanco
entre Th1/Th2, com descricbes mais recentes da participacdo de outras
respostas como a Thl7. A resposta Th1l7 é mediada pela producéo IL-17 em
resposta a outras como IL-1B, IL-6, TGF e IL-23, e contribui para o controle da
carga fungica, assim como a resposta Thl (ZHANG et al., 2009; WOZNIAK et
al., 2011).

Nesse trabalho analisamos a interacdo de diferentes isolados clinicos de C.
neoformans e C. gattii com macréfagos murinos, observamos e estudamos a
diferenca entre as espécies, e correlacionamos os dados obtidos das espécies

com os fendtipos examinados da interagdo com os fagadcitos.

2. Pergunta da pesquisa

1) Existem diferencas fenotipicas relacionadas a espécie fungica na

interac&o in vitro de isolados C. neoformans e C. gattii com macrofagos
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murinos que se assemelham a manifestacdo clinica da doenca entre cada

espécie?

3. Justificativa

Sabendo que a criptococose € uma doenca cosmopolita grave que
apresenta maior impacto em paises em desenvolvimento pela dificuldade do
acesso ao diagnostico, tratamento e a mortalidade e morbidade relacionada a
doenca é significativa em pacientes imudeprimidos (WHO, 2018). Estudos que
elucidem as diferencas na interacdo de macrofagos entre isolados das
espécies C. neoformans e C. gattiisdo importantes jA que ndo foram
claramente investigadas as variantes presentes aqui no Brasil.

Devido essa tematica foi criada a Rede de Criptococose Brasileira (RBC).
Essa rede é composta por diversos pesquisadores e centros de pesquisa. Este
trabalho faz parte de um projeto maior sobre caracterizacdo de centenas de
isolados clinicos coletados e obtidos no pais. Diversos fenotipos sdo avaliados
por diversos pesquisadores dentre eles producdo de capsula polissacaridica,
melanina, vesiculas extracelulares, interagdo com Galleria mellonella,
caracterizacdo molecular e a interagcdo com macréfagos murinos objetivo deste
trabalho. O objetivo € caracterizar fenotipicamente os isolados clinicos
provenientes de pacientes com criptococose a fim de ndo s6 entendermos a
dindmica da doenca mas também estabelecermos possiveis associacfes entre
fendtipos do fungo com a apresentacéao clinica da doenca.

O papel do macroéfago na eliminacéo do fungo € determinante para o curso
da doenca, por isso, entender melhor sua interacdo, com o fungo e entre
espécies, podera nos ajudar a entender possiveis diferencas na viruléncia de
cada espécie ou apresentacdo clinica da doenca causada por elas. Por
exemplo, por que algumas linhagens séo capazes de causar manifestacoes
mais graves, enquanto outras sao facilmente eliminadas?

E assim, de alguma maneira facilitar no desenvolvimento de solucdes

que favorecem o diagnostico, tratamento e a prevencao dessa doenga.
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4. Objetivos da Pesquisa

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar diferencas na interacao de isolados clinicos de C. neoformans
e C. gattii in vitro com macréfagos murinos correlacionando esses dados
com os fatores de viruléncia dos isolados observados na interacdo com 0s

macrofagos entre as duas espécies fungicas.

4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o percentual fagocitico das interacdes in vitro de macrofagos
murinos com isolados clinicos de Cryptococcus spp.

- Caracterizar sobrevivéncia fungica ap0s interacdo in vitro com
macrofagos murinos.

- Dosar a producao de citocinas e quimiocinas produzidas por macrofagos
murinos apos a interacdo com os diferentes isolados -clinicos de
Cryptococcus spp.

- Analisar possiveis diferencas na interac@o de isolados clinicos isolados C.
neoformans e C. gattii (taxa de fagocitose, sobrevivéncia fungica, inducao

da producéo de citocinas por macrofagos).

5. Metodologia

5.1 Cultura e diferenciacdo dos macréfagos murinos derivados de medula
de Balb/C

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizamos camundongos fémeas

de 4 a 12 semanas mantidas no Biotério do Instituto de Ciéncias biologicas (IB)

da Universidade de Brasilia campus Darcy Ribeiro, Asa Norte, durante os

experimentos realizados, eram eutanasiadas 2 fémeas para a obtencdo da
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quantidade de células necessarias para cada conjunto de experimentos. Todas
as etapas dos testes com os animais foram autorizadas pelo Comité de Etica
de uso de animais (UnBDOC n° 52657/2011). Verificar documento
comprovatorio no subitem Anexo 2 pagina 70.

A eutanéasia dos camundongos era feita em estufa de CO,, apés a
eutanasia o fémur e tibia dos animais eram extraidos e a medula dos ossos do
fémur e tibia dos camundongos era coletada de acordo com o método descrito
por Lutz et al. (1999).

Para a cultura dessas células utilizadvamos meio RPMI 1640 acrescido
de HEPES (25uM), bicarbonato de sédio (2g/L), gentamicina (50mg) e 10% de
soro fetal bovino (SFB) inativado, acrescidos 50uM de 2-mecaptoethanol e
20pug/mL de GM-CSF (fator estimulante de coldnias granulociticas e
macréfagos) (Lutz et al., 1999).

Apos os 8 dias de cultura e suplementacdo conforme orientado pelo
método de Lutz (1999), macréfagos murinos primarios diferenciados foram
utilizados nas interacdes com o0s isolados estudados. Para analise de
fagocitose 4x10° células/mL, para andlise de UFC e ELISA 5x10° células/mL.

Todas as etapas descritas sdo elucidadas na Figura 7.

S
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Figura 7. Esquema representativo de preparacdo de macréfagos derivados de
medula. 1) fémeas de camundongos Balb/c de 4 a 12 semanas foram
utilizadas. 2) fémures e tibias foram coletados, 3) as células da medula foram
coletadas a partir da lavagem do interior dos 0ssos com meio RPMI, apés a
extracdo da medula, as células foram cultivadas em placa de Petri de 20 com
meio contendo 90% de RPMI, 10% de soro fetal bovino e 20pg/mL de GM-CSF
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e 50uM de 2-mecaptoethanol, 4) placa contendo as células foi mantida em
estufa 37°C com 5% de CO0,.

5.2 Isolados clinicos utilizados e cultura dos espécimes para 0S

ensaios

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados um total de 40
isolados clinicos nos quais 16 linhagens clinicas de C. neoformans e 12
linhagens de C. gattii foram da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, 10 isolados
LACEN de Brasilia-DF, e como controles as linhagens H99 e B3501, a
coleta e estudo todas as amostras tiveram aprovagdo do comité de ética e
pesquisa em Ciéncias da Saude (CEP_FEPECS). Os pacientes e/ou
responsaveis legais deram consentimento por escrito para a coleta da
amostra e dados clinicos (Anexo 1 e anexo 2).

Para manutencdo das amostras, os espécimes eram acondicionados em
criotubos no freezer -80°C em um estoque especifico. Antes da realizacao
dos experimentos semeamos cada amostra em meio Sabouraud (SAB)
sélido (10g/L de peptona, D-Glucose 40g/L, Agar 12g/L), que apos o
crescimento das colonias em estufa 30°, em torno de 2 a 3 dias, eram
isoladas coldnias para crescimento em meio Sabouraud liquido (10g/L de
peptona, D-Glucose 40g/L) na estufa 37°C/150 RPM por 24h. Apés as 24h
de crescimento, todas as amostras forma centrifugadas e lavadas 3x em
PBS, e a cada lavagem o sobrenadante era descartado para eliminar
qualquer resquicio do meio de crescimento. Os isolados foram contados
em camara de Neubauer.

Apos as contagens foram feitos ajustem para densidade celular
necessaria para cada andlise feita. Ap6s o0 ajuste da densidade das
suspensdes de células fangicas, as leveduras eram sensibilizados com 10
pug/mL do anticorpo-anticapsula monoclonal 18B7 como opsonina. Para os
testes de fagocitose foram semeados 8x10° células/mL, para UFC 10° e
para os testes de dosagem de citocina por ELISA 10° células/mL (Figura
8).
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Figura 8. Esquema representativo do preparo das leveduras dos isolados
clinicos de Cryptococcus spp para 0S experimentos de interagdo com
macréfagos. 1) Crescimento de células de cada isolado em placas de meio
SAB soélido por 2 — 3 dias em estufa a 30 °C 2) In6culo de uma colbnia isolada
de cada isolado em meio Sabouraud liquido e crescimento a 37°C por 24h. 3)
Lavagem e centrifugacdo das amostras em PBS 4) Contagem das células em

camara de Neubauer e diluicdo para as densidades celulares apropriadas.
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5.3 Culturade J774

Os macréfagos J774 que séo células imortalizadas derivados de tumor
reticular de ascite de camundongos fémeas adultas Balb/c eram mantidas em
freezer -80°C.

Para o cultivo as células eram descongeladas com meio DMEM
aguecido a 37°C, a suspensao de células era centrifugada a 300 g por 5
minutos, contada em camara de Neubauer e cerca de 2x10° células eram
inoculadas por placas de cultura, e cultivadas em meio contendo DMEM 90% e
soro fetal bovino 10% e 1x da solucdo de aminoacidos ndo essenciais cujo
estoque é 100x. As placas de cultura contendo os macréfagos eram mantidas
em estufa 37° com 5% de CO, para multiplicacdo dos fagocitos.

Repiques a cada dois dias eram feitos para favorecer a multiplicacéo e
viabilidades das células. Apos os repiques as células eram contadas, ajustadas
para densidade necessaria para cada experimento e plagueadas.

Este tipo celular foi utilizado para as interagdes com os isolados do
LACEN de Brasilia.

5.4 Interacdo com macréfagos murinos: andlise de fagocitose e indice
fagocitico

A primeira andlise que realizada da interagdo dos macr6fagos murinos
com os isolados clinicos de Crytococcus spp foi o teste de fagocitose.

Para tal, como descrito anteriormente foi semeado 4x10°> macréfagos por
poco em placas de 24 pocos em um volume de 500uL total e incubados por
24h para adesdo dos macréfagos ao fundo da placa. Apdés esse periodo os
macrofagos eram infectados com uma suspensdo de células fuangicas
previamente opsonizadas em um MOI de 2 e as céluas eram co-incubados por
2h em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apos o periodo, 0os sobrenadantes eram
de cada interacdo eram descartado e as ceélulas de cada poco foram coradas

com kit pandtico e observadas no microscopio invertido Zeiss Axio-observer Z1
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(Zeiss). Fotos das diversas interagcdos foram registradas para a contagem de
percentual fagocitico da interacdo macrofago-fungo. Para atribuicdo do
percentual de fagocitose, pelo menos cem células eram contadas, e quantidade
dessas 100 células com fungo internalizado referia-se ao percentual de
fagocitose. Para o calculo do indice fagocitico era considerado o numero de
fungos dentro dos macrofagos/ numero de macrofagos com fungos
internalizados. O experimento foi feito em triplicata técnica e bioldgica. (Figura
9).
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Figura 9. Esquema representativo do ensaio de fagocitose. 1) Semeio na placa
de 96 pocos da densidade de 4x10° por poco de macréfagos murinos; 2) Apés
24h semeia-se 8x10° células de cada isolado previamente opsonisadas com
anticorpo 18b7 no poco correspondente, para interacdo por 2h para analise de

fagocitose.

5.5 Interagcdo com macrofagos murinos: ensaio de morte fangica (UFC)

Ao término das 24h de incubacdo o sobrenadante de 200 pl da cultura
contendo os fungos né&o internalizados foi recolhido e armazenado em

microtubos de 1,5 mL. Cada poco foi lavado 1x com PBS estéril, com 200 pL.
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apos isso, os macrofagos foram lisados com 200 pL &gua estéril gelada
seguindo-se incubacédo por 20 minutos para liberacdo de leveduras que foram
fagocitadas. O produto do lisado foi adicionado ao tubo correspondente ja
contendo 200 pL do sobrenadante e mais 200 pL da lavagem com PBS,
perfazendo 600 pL de amostra. Apés isso mais duas lavagens com PBS 1x
foram realizadas obtendo-se um volume total de 1 mL de amostra por poco.
Foram feitas diluicbes de 1:10 e 1:100 de cada suspensdo de 1 mL das
amostras de cada poco, que foram semeadas em placas de petri contendo
meio agar Sabouraud dextrose solido. Cada microtubo de diluicAo também
continha o total de 1 mL de suspensao. Foi semeado 100 pL de cada diluicéo
dos tubos de 1 mL de suspenséao. Foi mantido em estufa a 30°C cada placa por
um periodo de 2 a 3 dias, para contagem de unidades formadoras de col6nia
(UFC). Os experimentos foram realizados em triplicata técnica e biologica. A
analise feita no grafico de sobrevivéncia se refere ao niumero de col6nias
contadas em cada placa apos crescimento por 2-3 dias, multiplicado pela
diluicdo e a quantidade pipetada na placa 100 pL (10% da solugao total de 1
mL de cada isolado), e finalmente dividido pelo inéculo inicial de 10° células
fungicas. Exemplo: 50 (colénias contadas) x 100 (diluicdo) x 10 (100 pL
pipetados que perfazem 10% da suspenséo total de 1 mL) /100.000= 0,5.

Figura 10. Esquema representativo do ensaio de sobrevivéncia fangica. 1)
Pipetagem na placa de 96 pocos da densidade de 5x10* por poco de
macréfagos murinos; 2) Apés 24h os macréfagos foram infectados com 10°
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células de cada isolado fungico (previamente opsonisadas com anticorpo 18B7)
Nno poco correspondente, para interacdo por 24h para andlise de sobrevivéncia

fangica.

5.6 Interacdo com macrofagos murinos: ensaio de producéo de citocinas
por ELISA

Os sobrenadantes resultantes das interacbes de 24h em placa de 96
pocos com 5x10% de macréfagos com as linhagens flingicas em um MOI de 10
foram armazenados no freezer -80°C. Descongelamos em gelo previamente
cada amostra e utilizados para a dosagem da concentracdo de Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) 6, e MCP-1 (CCL2) por ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando-se os kits DuoSet respectivos
da R&D systems. Seguimos as recomendacfes do fabricante, portanto os
testes foram realizados em trés dias consecutivos, iniciando com a
sensibilizacdo da placa com anticorpo de captura no primeiro dia, no segundo
dia realizamos bloqueio e aplicacdo da amostra apos 24h, ja ao terceiro dia
aplicamos anticorpo de deteccdo, estreptoavidina, substrato e solucdo de
parada. Utilizamos uma solugéo de lavagem constituida por PBS 1X e TWEEN-
20 a 0,05% entre uma incubacédo e outra. As placas ao final do procedimento
foram lidas em  espectrofotbmetro Eon  Thermostat  Microplate
Spectrophotometer (Biotek, Vermont EUA) no comprimento de onda de 450 nm
(Figura 11).
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Figura 11. Esquema representativo do ensaio de dosagem de citocinas por
Elisa. 1) Semeio na placa de 96 pocos da densidade de 5x10* por poco de
macréfagos murinos; 2) Apés 24h aplica-se 10° de cada isolado opsionisado
com anticorpo 18b7 no poco correspondente, para interacdo por 24h para
andlise de inducdo de producao de citocinas; 3) Sobrenadante da interacéo de
24h foi acondicionado em microtubos 500 pl. 4) A placa para realizacdo do
Elisa foi sensibilizada no primeiro dia com anticorpo de captura; 5) No segundo
dia foi adicionada a amostra proveniente do sobrenadante de cada isolado; 6)
no terceiro dia foi adicionado a placa o anticorpo de captura, seguido pela
estreptoavidina e posteriormente o substrato.

5.7 Andlise estatistica

Todos o0s experimentos realizados nesse estudo foram feitos em
triplicata técnica e bioldgica. As analises estatisticas foram realizadas software
GraphPad Prism, versao 6.0 (GraphPad Software). Dados foram considerados

significativos quando p< 0,05.
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O teste Mann-Whitney foi utilizado para avaliacdo estatistica de
comparacdo das andlises, para analise das médias de fagocitose,
sobrevivéncia fungica e producéo de citocinas entre espécies.

Para testar a correlacéo entre os isolados e seus fatores de viruléncia foi
utilizado a andlise de regresséo linear (r) através do coeficiente de Pearson.

6. Resultados

6.1. Diferencas nas resultantes da interacdo com macroéfagos
entre solados clinicos de C. neoformans e C. gattii: taxa de
fagocitose, indice fagocitico, sobrevivéncia fangica e
producdo de citocinas inflamatorias

A principio é apresentado os dados descritivos através de histogramas
de distribuicdo, e posteriormente seguimos com as analises entre espécies,
padronizamos uma nomenclatura especifica que pode ser melhor
compreendida no Anexo 3, tanto que alguns dos dados das interacbes com
macréfagos dos isolados da Rede de Criptococose (RBC), foram parcialmente
usados no artigo de umas das colaboradoras das analises de fenétipos sobre
isolados da RBC (FRAZAO et al., 2020). As andlises de percentual de
fagocitose, sobrevivéncia fungica e producdo de citocinas dos 16 isolados e 0s
2 controles de C. neoformans foram realizadas ainda durante o mestrado, as
analises com os 12 isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro com
macrofagos murinos derivados de medula e as andlises com os 10 isolados
mais o controle H99 com J774 e as andlises entre espécies, foram feitas
durante o meu doutorado.

Os isolados de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro
apresentam classificagdo molecular VNI e os isolados de C. gattii FIOCRUZ do
Rio de Janeiro VGII. Nao temos ainda dados da classificagdo molecular dos
isolados de do LACEN de Brasilia.

A taxa de fagocitose dos isolados clinicos de C. neoformans da
FIOCRUZ do Rio de Janeiro apresentou intervalo de variacédo de 35 a 80%,

conforme podemos observar na figura 12. Sendo que o maior nimero de
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isolados apresentou uma taxa de internalizacdo de 55%, com 5 isolados,
enquanto os demais percentuais de variacdo apresentam somente de 1 a 2
isolados com o mesmo valor. O isolado CNF004 apresentou o menor
percentual de fagocitose observado (35%), enquanto o isolado CNF014.1
apresentou o maior percentual de fagocitose (80%) (Anexo 3).

J& o intervalo do percentual de fagocitose dos isolados clinicos de C.
gattii apresentou variacdo de 55 a 80%. Com o isolado CGF003 apresentando
0 menor percentual (55%) e o isolado CNF012 com maior percentual (80%)
(Figura 12B). O percentual de variacdo de 68 a 70% que demonstrou maior
namero de isolados com essa taxa, comparados aos demais percentuais que

apresentaram somente 1 isolado por percentual (Anexo 3).
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Figura 12. Histograma descritivo do percentual de fagocitose dos diferentes
isolados clinicos de Cryptococcus spp por macréfagos. (A) Dados referentes a
fagocitose das 16 linhagens clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de
Janeiro e 2 controles de C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a
fagocitose das 12 linhagens clinicas de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro.
Os isolados foram co-incubados em um MOI:2 com macréfagos murinos
primérios por 2h, ap0s opsonizacdo prévia com anticorpo contra capsula 18B7.
Os experimentos foram feitos em triplicata bioldgica e técnica.
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Analisamos a interacéo dos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de
Janeiro com macréfagos J774 e observamos valores diferentes da interacéo
com macréfagos murinos primarios derivados de medula. Enquanto na
interacdo com o0s macrofagos primarios obtivemos percentual de 55 a 80%, a
interacdo com J774 apresentou variagdo de 75 a 100%, como podemos

observar na figura 13.

Nuamero de isolados

Porcentagem de fagocitose

Figura 13. Histograma descritivo do percentual de fagocitose das 12 linhagens clinicas
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um
MOI:2 com macréfagos J774 por 2h, apGs opsonizagdo prévia com anticorpo contra
capsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biolégica e técnica.

O percentual de fagocitose dos isolados clinicos de C. neoformans do
LACEN de Brasilia apresentou intervalo de variacdo de 20 a 55%, conforme
podemos observar na figura 14. O isolado CNBO003.1 apresentou o0 menor
percentual de fagocitose observado (21%), enquanto o CNB002 apresentou o

maior percentual de fagocitose (55%).
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Figura 14. Histograma descritivo do percentual de fagocitose das 10 linhagens C.
neoformans provenientes do LACEN de Brasilia. Os isolados foram co-incubados
em um MOI:2 com macréfagos J774 por 2h, apds opsonizagdo prévia com

anticorpo contra cpsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata
biologica e técnica.

O indice fagocitico (IF) que se refere ao nimero médio de células
fungicas internalizadas por macréfagos que haviam internalizado fungo, da
interacdo dos isolados clinicos de C. neoformans com o0s macrofagos
apresentou intervalo de variacdo de 1 a 4,5. A maioria dos isolados
apresentaram IF de 3,5 a 4,5 (Figura 15A). Ja a interacdo com os isolados de
C. gattii demonstrou IF variando de 2,2 a 4 (Figura 15B).

49



Numero de isolados

IF CnF IF CgF
6- 5-
0
o
g
©
4- °
]
)
3
o
2- ©
£
3
=
0-

Figura 15. Histograma descritivo do indice fagocitico (IF) dos diferentes isolados clinicos de
Cryptococcus spp por macrofagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 linhagens
clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C. neoformans
(H99 e B3501) (IF CnF) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clinicas de C.
gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (IF CgF). Os isolados foram co-incubados em um
MOI:2 com macréfagos murinos primarios por 2h, apés opsonizacdo prévia com anticorpo
contra capsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biologica e técnica.

A anadlise de sobrevivéncia fungica realizada apés 24h de interacédo
entre os macrofagos murinos derivados de medula de fémeas de Balb/c, com
os isolados clinicos analisados foi realizada coletando-se tanto células fungicas
ndo internalizadas quanto células fungicas internalizadas. O numero de
unidades formadoras de coldnia foi normalizado pelo indculo inicial do fungo,
gerando um indice de sobrevivéncia do fungo. Valores menores que 1, indicam
gue o numero de CFU foi menor do que o indculo inicial, indicando que os
fungos nao cresceram ou que foram mortos pelos macréfagos. Valores iguais
ou maiores que 1, indicam que o niumero de fungos na interacdo permaneceu o
mesmo ou que houve crescimento fungico durante a interacao,
respectivamente. Podemos observar uma grande variagcdo na viabilidade das
diferentes linhagens de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro apos a
sua interacdo com os macréfagos. Foram observados indices de sobrevivéncia
fungica de 0,2 a 1,6 (Figura 16A). O isolado que demonstrou maior indice de
sobrevivéncia foi o isolado CNF013 com indice de 1,5, em contrapartida o
menor indice foi de 0,2 referente aos isolados CNF004, CNF001.2, CNF001.3 e
CNF010. As linhagens de 13, 14, 15 e 16 ao final da interacdo apresentaram
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CFU final maior que do que a do inéculo inicial, sugerindo crescimento fangico,
os demais isolados apresentaram valores de CFU menores do que a densidade
inicial dos inoculo.

Na figura 16B podemos observar uma variacdo de indice de
sobrevivéncia de 1 a 4,5 dos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de
Janeiro. Todos os isolados demonstraram CFU final maior que do que a do

indculo inicial, o que como citado anteriormente sugere crescimento fungico.
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Figura 16. Histograma descritivo do indice de sobrevivéncia fungica dos diferentes isolados
clinicos de Cryptococcus spp por macréfagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16
linhagens clinicas de C. neoformans (CnF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de
C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clinicas
de C. gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um
MOI:2 com macréfagos murinos primarios por 24h, apés opsonizacao prévia com anticorpo
contra capsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata bioldgica e técnica. A
razdo do indice de sobrevivéncia é apresentada pelo numero total de CFU apés 24 horas,
dividido por 100 mil (inéculo inicial). Valores maiores do que 1, indicam uma maior
capacidade de sobrevivéncia do isolado apoés a interacao.
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A viabilidade das diferentes linhagens de C. neoformans do LACEN
de Brasilia apds a sua interacdo com os macrofagos, apresentou variagcdo com
indices sobrevivéncia de 0,1 a 1,1 (Figura 17). O isolado que demonstrou maior
indice de sobrevivéncia foi o isolado CNBO010 com indice de 1,1 em
contrapartida o menor indice foi de 0,1 referente ao isolado CNBO0O03.1.
Somente uma linhagem (CNBO010) ao final da interacdo apresentou CFU final
maior que do que a do inoculo inicial, sugerindo crescimento fungico, os

demais apresentaram indices abaixo do inéculo inicial.

Numero de isolados

1+
0- | — | |||.|

N N
Qc Q’;" Q‘:b Qv Q- Qc% Q$ QQ Qv N’ \- \0

Sobrevivéncia do fungo

Figura 17. Histograma descritivo do indice de sobrevivéncia dos 10 isolados de
Cryptococcus neoformans do LACEN de Brasilia. Os isolados foram co-incubados em
um MOI:2 com macréfagos J774 por 24h, ap06s opsonizacdo prévia com anticorpo
contra cdpsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biol6gica e técnica. A
razdo do indice de sobrevivéncia é apresentada pelo numero total de CFU apés 24
horas, dividido por 100 mil (inéculo inicial). Valores maiores do que 1, indicam uma

maior capacidade de sobrevivéncia do isolado apds a interacao.
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Foi coletado sobrenadantes da interacdo por 24h dos macréfagos com os
diferentes isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii, para dosagem das
citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a, e da quimiocina MCP-1, através da
técnica de ELISA citada anteriormente na metodologia.

Foi observada uma variacdo consideravel no padrdo de inducdo da
producdo dessas citocinas por macréfagos que interagiram com os diferentes

isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii.

Todos os isolados clinicos de C. neoformans foram capazes de induzir
producdo da citocina IL-6, e podemos observar valores de concentracdo que
variaram de 300 a 1100 pg/mL, como pode ser visto na Figura 18A. Os valores
de IL-6 da interacdo dos macréfagos com os isolados de C. gattii da FIOCRUZ
do Rio de Janeiro revelam producédo de indugéao que varia de 0 a 1200 pg/mL.

Dois isolados de C. gattii ndo induziram producéo desta citocina (Figura 18B).
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Figura 18. Histograma descritivo da indugéao de producgéo de IL-6 dos diferentes isolados
clinicos de Cryptococcus spp por macrofagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16
linhagens clinicas de C. neoformans (CgF)da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles
de C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens
clinicas de C. gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-
incubados em um MOI:10 com macrofagos murinos primarios por 24h, apos
opsonizacao prévia com anticorpo contra cdpsula 18B7. Os experimentos foram geétos
em triplicata biolégica e técnica.
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De acordo com a Figura 19A, os valores TNF-a dos isolados de C.
neoformans apresentaram variagdo de concentracdo de 600 a 1500 pg/mL.
Assim como na citocina IL-6 e a quimiocina MCP-1 todos os isolados foram
capazes de induzir produgéo de TNF-a. Na figura 19B podemos observar que a
maioria dos isolados de C. gattii apresentaram valores altos de concentracdo
de TNF-a apés interagdo com macrofagos murinos, com valores acima de 1400
chegando a 2400 pg/mL, sendo que apenas 3 isolados apresentaram valores

baixos entre 200 e 400 pg/mL.
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Figura 19. Histograma descritivo da inducdo de producdo TNF-a dos diferentes isolados
clinicos de Cryptococcus spp por macréfagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16
linhagens clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C.
neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clinicas
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um
MOI:10 com macréfagos murinos primarios por 24h, apds opsonizacdo prévia com
anticorpo contra capsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biol6gica e
técnica.

Os valores de MCP-1 (pg/mL) produzidos apos interacdo revelam
indices de produgéo que variam de 40 a 260 pg/mL, semelhante a citocina
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citada acima todos os isolados de C. neoformans foram capazes de induzir
producdo, e a maioria dos isolados demonstrou concentracdo acima de 220
pg/mL (Figura 20A). Conforme podemos observar na Figura 20B, todos os
isolados de C. gattii foram capazes de induzir producdo da quimiocina MCP-1.

Com concentracéao variando entre 90 e 180 pg/mL.
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Figura 20. Histograma descritivo da inducao de producdo MCP-1 dos diferentes isolados
clinicos de Cryptococcus spp por macrofagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16
linhagens clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C.
neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clinicas
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um
MOI:10 com macréfagos murinos primarios por 24h, apds opsonizacdo prévia com
anticorpo contra capsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biol6gica e
técnica.

6.2. Comparacdes entre espécies da FIORUZ do Rio de Janeiro

Foi decidido prosseguir as analises tentando identificar possiveis diferencas
na interacdo com macréfagos entre os isolados de C. neoformans e C. gattii.
Para isso os dados obtidos por isolados foram agrupados por espécie para
comparacao da habilidade fagocitica dos macréfagos apos a interacdo com o0s

dois grupos de isolados, a sobrevivéncia do fungo na presenca dos macrofagos
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e a dosagem de citocinas e quimiocinas inflamatérias de cada isolado na
presenca dos macréfagos murinos.

Quando analisamos o0s percentuais de fagocitose apos a interacdo de 2
horas dos macrofagos murinos com as linhagens clinicas de C. neoformans e
C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, observamos que os isolados de C.
gattii apresentaram maiores percentuais de fagocitose comparados ao de C.
neoformans, com significancia estatistica com valor de p=0,0146. Além de uma
maior homogeneidade de distribuicdo conforme podemos observar na Figura
21.
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Figura 21. Avaliacdo da capacidade fagocitica de macréfagos apés interagdo com C.
neoformans (CnF) e C. gattii (CgF), demonstrando maior percentual de fagocitose das
linhagens de C. gattii (CgF). Os macréfagos foram infectados com isolados de C.
neoformans e C. gattii, tendo como opsonina o anticorpo anticapsula 18B7, tempo de
interacdo de 2 horas e MOI 1:2. As células foram entdo coradas com kit panético. Foi
realizada a contagem do numero de leveduras internalizadas em 100 macréfagos por
poco. Mostrando diferenca estatistica entre as espécies. Para a avaliagdo estatistica
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e
em vermelho B3501.

Apesar da diferenca no percentual de internalizagédo dos isolados de C.

neoformans, as meédias dos indices fagociticos dos isolados de C. neoformans
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e de C. gattii apresentaram valores semelhantes, apesar dos isolados de C.
neoformans terem apresentado valores ligeiramente mais elevados, entretanto
sem diferenca significativa. Os isolados de C. neoformans apresentaram
valores mais heterogéneos comparados ao de C. gattii, conforme podemos

observar na Figura 22.
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Figura 22. Comparacdo dos indices fagociticos da interacdo de macréfagos
murinos com os isolados de C. neoformans (CnF) e C. gattii (CgF) da
FIOCRUZ do Rio de Janeiro ap0s a interacdo de 2h com macrofagos murinos
(MOI 2). Os dados representam analises feitas em triplicatas bioldgicas feitas
em triplicata técnica. Para a avaliacdo estatistica foi utilizado o teste Mann-
Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho B3501.

Os isolados de C. gattii da FIOCRUZ apresentaram maiores indices de
sobrevivéncia apos a interagdo de 24h com macrofagos murinos, quando
comparados com os isolados de C. neoformans, como podemos observar na
figura 23. Os isolados de C. gattii apresentaram indices de sobrevivéncia cerca

de 3 vezes maiores que os de C. neoformans. Além disso, a maioria dos
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isolados de C. neoformans demonstrou um namero de unidades formadoras de
colénia menor que o indculo inicial. Em contrapartida todos os isolados de C.
gattii revelaram quantidade fungica igual ou superior ao inoculo inicial,
demonstrando alta capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo na interacao
com macrofagos. Dados apresentaram significancia estatistica com valor de
p<0,0001.
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Figura 23. indice de sobrevivéncia flingica de isolados de C. neoformans (CnF) e C.
gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro apés a interacdo de 24h com macrofagos
murinos (MOI 2). Os dados representam analises feitas em triplicatas bioldgicas feitas
em triplicata técnica. Para a avaliacdo estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney.
Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho B3501.

Em relacdo a producéo de citocinas pelos macrofagos apos a interacao
com os diferentes isolados, observamos que os isolados de C. gattii, induziram
0os macréfagos a uma maior producdo da citocina inflamatéria TNF-a quando
comparados aos isolados da espécie de C. neoformans. Macrofagos que
interagiram com os isolados de C. gattii produziram em média duas vezes mais
TNF-a que aqueles que interagiram com isolados de C. neoformans. Enquanto
os isolados de C. neoformans apresentaram valores maximos de cerca de

1000 pg/mL, os isolados de C. gattii tiverem valores maximos de 2300 pg/mL.
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Dados apresentaram significancia estatistica com valor de p= 0,0245 (Figura
24).
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Figura 24. Producdo de TNF-a por macréfagos murinos que interagiram por 24h
com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (MOI
10). Macroéfagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presenca dos
diferentes isolados. Ap6s o tempo de incubacao, os sobrenadantes do co-cultivo
foram coletados para avaliagdo da producdo da citocina por ELISA. Cada ponto
representa a média de producéo da citocina por macréfagos que interagiram com
um determinado isolado. Os dados representam analises feitas em triplicatas
biologicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliagdo estatistica foi utilizado o
teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho
B3501.

Apesar da diferengca na produgdo de TNF-a, conforme apresentado na
figura 25 podemos observar que nao houve diferenca significativa na producéo
de IL-6 entre os isolados de C. gattii e C. neoformans. O valor médio de
concentracdo dos isolados de C. neoformans foi de 650 pg/mL com pico
maximo de 1200 pg/mL, ja os isolados de C. gattii revelaram valor médio de

800 pg/mL e pico maximo de 1250 pg/mL
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Figura 25. Producéo de IL-6 por macrofagos murinos que interagiram por 24h
com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (MOI
10). Macréfagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presenca dos
diferentes isolados. Apds o tempo de incubacdo, os sobrenadantes do co-
cultivo foram coletados para avaliagdo da producdo da citocina por ELISA.
Cada ponto representa a média de producdo da citocina por macrofagos que
interagiram com um determinado isolado. Os dados representam analises
feitas em triplicatas bioldgicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliacao
estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem
controle H99 e em vermelho B3501.

Diferente do que foi observado na producédo de TNF-a, os isolados de C.
neoformans, induziram os macréfagos a uma maior produc¢do da guimiocina
MCP-1 quando comparados aos isolados da espécie de C. gattii. Os isolados
de C. neoformans apresentaram médias de concentracdo com o dobro do valor
em relacdo aos C. gattii. Dados apresentaram significancia estatistica com
valor de p=0,0001 (Figura 26).
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Figura 26. Producdo de MCP-1 por macrofagos murinos que interagiram por
24h com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro
(MOI 10). Macrofagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presenca
dos diferentes isolados. Apds o tempo de incubacado, os sobrenadantes do co-
cultivo foram coletados para avaliagdo da producédo da quimiocina por ELISA.
Cada ponto representa a média de producdo da citocina por macréfagos que
interagiram com um determinado isolado. Os dados representam analises
feitas em triplicatas bioldgicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliacao
estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem
controle H99 e em vermelho B3501.

6.3. Correlacdo dos isolados com seus fatores de viruléncia

Para analisar se a habilidade de macréfagos murinos fagocitarem as
diferentes linhagens de C. neoformans da FIOCRUZ- RJ estaria relacionada
com a sobrevida do fungo, foi feita uma correlacéo linear de Pearson, a qual
demonstrou em primeira analise na Figura 27, uma correlacdo positiva e
significativa com valor de r=0,5403, e p=0,0206 (A). No qual quanto maior a
internalizacdo do fungo maior € a sua sobrevivéncia apo0s a interacdo. No

entanto, quando combinamos os resultados obtidos com os isolados do Rio de
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Janeiro com os dos isolados de Brasilia, essa correlacdo ndo parece ser
significativa, r=0,3325, e p=0,0838 (B).
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Figura 27. Analise de correlacdo do percentual de fagocitose com o indice de
sobrevivéncia fungica dos diferentes isolados de C. neoformans apds a
interacdo com macréfagos (A) Correlacdo positiva entre habilidade de
fagocitose e sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. neoformans da
FIOCRUZ de Rio de Janeiro. r= 0,5403; p= 0,0206. (B) Auséncia de correlacéo
entre a fagocitose com a sobrevida do fungo dos isolados de C. neoformans da
FIOCRUZ-RJ e LACEN de Brasilia, r=0,3325, e p=0,0838.

Observamos uma correlacdo semelhante entre o percentual de
internalizagdo do isolados de C. gattii da FIOCRUZ de Rio de Janeiro com a
sua habilidade de sobreviver, também indicando que a habilidade do fungo ser
internalizado pode estar relacionada a sua habilidade de sobreviver a interagao
(Figura 28).
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r=0,5519 e p=0,0481
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Figura 28. Correlacdo entre a taxa de internalizacdo do isolados por
macréfagos e a taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. gattii da
FIOCRUZ de Rio de Janeiro apés a interacdo com macroéfagos. r= 0,5519; p=
0,0481

Quando foi analisado separadamente os dados da interacdo dos
macréfagos J774 com a capacidade de sobrevivéncia fungica dos isolados do
LACEN de Brasilia, ndo observamos nenhuma correlacdo entre os fenoétipos,

r=0,001942 e p= 0,9038, conforme podemos observar na figura 29.
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Figura 29. Correlacdo entre a taxa de internalizacdo do isolados por
macrofagos e a taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. neoformans
do LACEN de Brasilia apds a interacdo com macréfagos. r=0,001942 e p=
0,9038.

Para testar a hipétese de que os isolados poderiam estar modulando o
fendtipo de inducdo de producdo de citocinas na interagcdo de macréfagos
como forma de sobrevivéncia, foi analisado a possivel correlacdo entre as
citocinas testadas e a sobrevida do fungo.

Foi observado uma correlagédo negativa entre a producéo de IL-6 (figura
30) e MCP-1 (figura 32) por macréfagos que interagiram com isolados de C.
neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e o indice de sobrevivéncia fungica
dos isolados, No entanto, ndo observamos nenhuma correlagdo entre a
producdo de TNF-a e a sobrevivéncia dos isolados, conforme podemos ver na

figura 31.
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Figura 30. Correlacdo negativa entre a producdo de IL-6 por macréfagos e a
taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ
de Rio de Janeiro apos a interacdo com macrofagos. r=-0,5828; p= 0,0178
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Figura 31. Auséncia de correlacdo entre a producéo de TNF-a por macréfagos
e a taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. neoformans da
FIOCRUZ de Rio de Janeiro apos a interagcdo com macrofagos. r=-0,1658; p=
0,5393.
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Figura 32. Correlacdo negativa entre a producéo de MCP-1 por macréfagos e a
taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. neoformans da FIOCRUZ
de Rio de Janeiro apoés a interacdo com macrofagos. r= -0,5059; p= 0,0456.

Em relacdo aos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro n&o
observamos nenhuma correlagéo entre a sobrevida do fungo e a producao de
nenhuma das trés citocinas por macréfagos que interagiram com os diferentes
isolado (Figura 33, 34 e 35), indicando que a producdo dessas citocinas por
macrofagos possa nao ter um papel tdo importante na sobrevivéncia fungica,

como observado com os isolados de C. neoformans.
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Figura 33. Auséncia de correlacao entre a producédo de IL-6 por macrofagos e a
taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. gattii da FIOCRUZ de Rio
de Janeiro apos a interacdo com macrofagos. r= 0,2326; p= 0,4670.
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Figura 34. Auséncia de correlacdo entre a producdo de TNF-a por macrofagos
e a taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. gattii da FIOCRUZ de
Rio de Janeiro apés a interacdo com macrofagos. r=-0,2554; p= 0,4230.
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Figura 35. Auséncia correlacao entre a producédo de MCP-1 por macrofagos e a
taxa de sobrevivéncia das linhagens clinicas de C. gattii da FIOCRUZ de Rio
de Janeiro apos a interacdo com macrofagos. r=-0,4270; p= 0,1662.

7. Discussao

A criptococose € uma doenca cosmopolita grave, com maior impacto em
paises em desenvolvimento pela dificuldade ao acesso ao diagnostico e
medicacdo (WHO, 2018). Por esse motivo, estudos que possam esclarecer a
interacdo patdégeno hospedeiro sdo essenciais. Como ja foi citado estudos que
caracterizam as diferencas entre as espécies causadoras da criptococose nao
forma claramente elucidados. No Brasil, cerca de 90% dos casos de
criptococose apresentam a forma mais grave da doenca a meningoencefalite,
enquanto alguns casos apresentem sintomas restritos ao pulmdo ou se
disseminam para outros 6rgados (SANTOS et al, 2008). Casos da doenca com
maior frequéncia relacionada a espécie C. gattii, foram observados em estudos
realizados em Belém do Para, no qual a maioria absoluta de casos
apresentava lesdo do SNC (SANTOS et al, 2008).

Devido a escassez de dados referentes a interacdo patdgeno-
hospedeiro de Cryptococcus spp aqui no Brasil e apesar das caracteristicas

clinicas das doencas causadas pelas duas espécies ser amplamente
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estudadas, ainda n&o séo claros todos os fatores que determinam essas
diferencas. Como macrofagos sdo importantes células na imunidade contra
Cryptococcus spp foi avaliado diferengas na interagcdo de diferentes isolados
clinicos com macréfagos a fim de identificar possiveis diferengcas que possam
explicar as diferencas clinicas nas doengas causadas pelos dois fungos.

Os dados revelaram uma maior taxa de internalizacdo dos isolados de
C. gattii, quando comparada aos de C. neoformans. Ja dados de um estudo
com isolados da Tailandia apresentou resultados opostos (HANSAKON et al.,
2019). E importante salientar que embora nas duas circunstancias a interacio
para andlise de fagocitose tenha acontecido por duas horas com fungos
previamente opsonizados por 18B7, os experimentos do outro grupo utilizaram
a linhagem imortalizada J774 apds ativacdo com Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) utilizando um MOI de 10, enquanto usamos macréfagos
primarios ndo ativados e um MOI de 2. Essas diferencas nas resultantes da
interacdo quando comparamos as duas linhagens de macrofago, poderiam
também explicar algumas das diferencas que observamos na interacdo dos
isolados clinicos de C. neoformans do LACEN que foram submetidos a
interacdo com J774 em comparacdo com os resultados observados com 0s
isolados de C. neoformans da FIOCRUZ/RJ que interagiram com macrofagos
primarios.

Considerando-se apenas o tamanho da capsula, isolados de C. gattii de
maneira geral, apresentem tamanho capsular maior quando comparado a
isolados de C. neoformans confirmaram essa diferenca. No entanto, apesar
da capsula ser um importante fator antifagocitico e do tamanho dessa estrutura
poder afetar a internalizagdo do fungo, outros fatores como sua composicéo e
estrutura, a presenca de soro e o tipo de fagocitos também podem ser
importantes na fagocitose do fungo e na sua eliminacdo ou sobrevivéncia (DEL
POETA, 2004). Além disso, foi demonstrado anteriormente que um maior
tamanho da capsula pode favorecer a internalizacdo de Cryptococcus quando
anticorpos sao usados como opsoninas (ZARAGOZA; CASADEVALL, 2003).
Além da maior fagocitose, os isolados de C. gattii também apresentaram
maiores taxas de sobrevivéncia/proliferacdo apods a interagdo com macrofagos.

Embora possa parecer contraditoria uma maior internalizacdo do fungo com
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uma maior taxa de sobrevivéncia € importante lembrarmos que Cryptococcus é
um parasita intracelular facultativo de macrofagos (Feldemesser, Tuker e
Casadevall, 2001). Além disso, foi demonstrando uma correlagédo positiva entre
a taxa de internalizacdo de isolados clinicos por macréfagos in vitro com a
carga fungica de isolados de C. neoformans no liquido céfalo-raquidiano
(SABIITI et al., 2014).

As andlises dos dados mostram que os isolados de C. gattii
sobreviveram mais quando comparados ao isolados de C. neoformans. O que
poderia sugerir um fendtipo mais virulento destes espécimes, ja que esta
espécie infecta e causa doenca em individuos normalmente
imunocompetentes. Nesse sentido, nossos dados se assemelham a literatura
gue demonstra em estudos realizados por Hansakon e colaboradores em 2018
gue isolados clinicos de C. gattii da Tailandia tem capacidade de sobreviver e
proliferar mais do que isolados de C. neoformans da regio.

Alguns dados mostram que C. gattii apos ser fagocitado tem capacidade
de regular negativamente a maturagéo de células dendriticas e a expressao de
moléculas coestimulatérias MHC II, CD80, CD86 e assim reduzir a
apresentacao de antigenos para células T favorecendo sua sobrevivéncia e
replicagcdo (HUSTON et al., 2013).

Relaciona-se o C. gattii a maior viruléncia, comparado ao C.
neoformans, ja que individuos supostamente saudaveis sado infectados e
desenvolvem a doenca por esta espécie (OLIVEIRA et al, 2008; PAULA et al,
2015; AMARAL et al, 2016). Os dados deste trabalho sugerem que a maior
taxa de internalizacdo dos isolados de C. gattii pode se relacionar com uma
maior habilidade desses isolados em sobreviver e se proliferar apds a interacdo
com macrofagos, quando comparados com os isolados de C. neoformans.

Leveduras da espécie C. gattii apresentam maior resisténcia ao
tratamento do fluconazol comparadas a C. neoformans. Em um estudo sobre a
susceptibilidade a in vitro de 57 isolados de C. gattii e 30 de C. neoformans a
agentes antifungicos, foi observado que isolados de C. gattii demonstraram
menor susceptibilidade a quase todos os antifiUngicos testados quando
comparados ao isolados de C. neoformans, esse resultado s6 nao era

observado em relacdo a anfotericina B e flucitosina, para as quais ndo houve
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diferenca significativa na suscetibilidade entre as espécies (TRILLES et al.,
2004). A criptococose causada por C. gatti apresenta algumas
particularidades quando comparada ao C. neoformans. Entre essas, a
presenca de hidrocefalia, maior ocorréncia de criptococomas cerebrais e
pulmonares, sequelas neurologicas e necessidade de terapia antifingica
prolongada sdo caracteristicas da criptococose causada por essa espeécie
(LEAL, 2006; SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009).

Além disso, observamos uma correlacdo entre a habilidade
fagocitica dos macréfagos na interagcdo com os isolados clinicos com a
capacidade de sobrevida das linhagens em contato com os fagocitos,
corroborando com nossas observacfes prévias. Observamos que quanto mais
o fungo era fagocitado, mas ele apresentava capacidade de sobreviver e se
proliferar dentro dos macrofagos e estes achados forma observados tantos nos
isolados de C. neoformans quantos nos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do
Rio de Janeiro. Todavia, ndo observamos uma correlacéo entre a habilidade de
fagocitose dos macréfagos e a sobrevida fungica nas andlises feitas com os
isolados de C. neoformans do LACEN de Brasilia ja testados neste trabalho.
Embora ndo possamos eliminar possiveis diferencas fenotipicas relacionadas a
origem geogréfica dos diferentes isolados, é importante lembrarmos que as
andlises com os isolados do LACEN foram feitas com macro6fagos de linhagem
diferente dos testes com isolados da FIOCRUZ. Considerando as diferencas
previamente discutidas entre 0os nossos resultados e os resultados do grupo da
Tailandia (HANSAKON et al. 2019), diferencas das células hospedeiras podem
ter um papel importante nas diferencas observadas entre os dois grupos de
isolados. Estudos com demais isolados do LACEN e com a linhagem de
macrofagos primarios derivados de medula devem ser realizados para avaliar
essa hipétese.

Os isolados de C. neoformans da FIOCRUZ-RJ apresentam
classificagdo molecular VNI e os isolados de C. gattii FIOCRUZ-RJ VGII. Em
um estudo de investigacdo de distribuicAo molecular e geografica mundial
realizado por Cogliati (2013) com isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans e C. gattii, foi observado que no Brasil os gendétipos relatados eram

VGII, VGI, VGIII nos isolados de C. gattii. Ja em um estudo realizado na regido
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norte, no periodo de 2003 a 2007 com 56 isolados de Cryptococcus spp, 0S
isolados de C. neoformans (28) apresentaram classificagdo molecular VNI e os
de C. gattii (28), apresentaram classificacdo molecular VGII em 23 dos 25
isolados e apenas 3 isolados eram VGI, o que corrobora com a distribuicao
molecular dos isolados da FIOCRUZ-RJ estudados neste trabalho (SANTOS et
al., 2008).

A resposta imune contra a criptococose € caracterizada por uma
elevacdo na producdo de citocinas pro-inflamatdrias associadas a ativagéo e
polarizacdo de linfocitos T auxiliares 1 ou Thl (T helper 1) que desempenha
funcado efetora ao produzir citocinas que recrutam e ativam células importantes,
tais como macrofago, DC entre outras células para eliminacdo do fungo
(UPADHYA et al.,, 2016). Portanto o padrdo de citocinas produzidas e
predominantes da interacdo com o fungo é essencial para eliminacdo e/ou
proliferacédo e disseminacéao fangica.

Neste estudo foi analisado a inducéo de producdo das citocinas TNF-q,
IL-6 e MCP-1, ambas citocinas produzidas por macrofagos e importantes no
curso da criptococose. Quanto a diferenca em relacéo a producao das citocinas
inflamatorias observamos que apesar de ambas as espécies terem sido
capazes de induzir producéo das citocinas IL-6, TNF-a e MCP-1, os isolados de
C. gattii foram capazes de induzir uma maior producdo de TNF-a pelos
macrofagos que C. neoformans, embora ambas espécies tenham induzido a
producdo de niveis semelhantes de IL-6. Outra diferenca entre os isolados foi
que isolados de C. neoformans foram capazes de induzir maior producéo de
MCP-1.

Em estudos realizados por Schoffelen e colaboradores em 2013,
demonstram que espécies do complexo de C. gattii mortos pelo calor induziram
maiores concentracdes das citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6, TNF-a e IL-
17/22 do que aquelas observadas no complexo de espécies de C. neoformans
(SCHOFFELEN et al., 2013). Tais resultados corroboram os nossos achados.

Niveis elevados das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a
no soro tém sido associados a sobrevida da meningite criptococica em
pacientes com HIV (MORA et al., 2017).
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Em estudo realizado na Franca, em que era observada a influéncia do
sexo na infeccdo disseminada de C. neoformans em modelo experimental de
camundongos, foi observado que fémeas infectadas com o fungo foram
capazes de produzir maiores concentracdes no sangue e baco de TNF-a e IFN-
Yy quando comparadas a machos. Esse aumento pode estar associado a com a
producdo de hormoénios estradiol e progesterona, e fatores como sexo e idade
sdo importantes e devem ser considerados quando se estuda interacéo-
patdgeno hospedeiro na criptococose (LORTHOLARY et al., 2002).

Os niveis mais altos de TNF-a nos isolados de C. gattii podem ser
derivados da maior taxa de internalizacédo desse fungo quando comparado com
os isolados de C. neoformans.

MCP-1 é uma proteina quimioatrativa de monécitos produzida por uma
variedade células inclusive macréfagos. Ela € importante em modelos
experimentais de criptococose para formacédo de granulomas (ELSEGEINY et
al., 2018). MCP-1 é produzida durante a inducéo de criptococose experimental,
e a neutralizagdo desta quimiocina resulta na diminuigdo do recrutamento de
células e aumento da carga fangica (HUFFNAGLE et al., 1995), o que
corrobora com nossos achados ja que os isolados de C. gattii induziram menor
producdo deste quimiocina e conseguiram sobreviver e se proliferar mais na
interagdo com os macrofagos murinos estudados.

Foi observado que leveduras da linhagem C. neoformans sdo capazes de
induzir producdo de MCP-1 de forma dose dependente, ao interagir com
mastocitos humanos (LOPES et al., 2019). Estudos anteriores mostram que a
infeccdo por C. neoformans estimula a producdo de MCP-1 nos pulmdes
(HUFFNAGLE et al., 1995) e a falha na inducdo de MCP-1 resultou em uma
diminuicdo na resposta inflamatoria mediada por células e na depuracao
criptocécica in vivo (HUFFNAGLE et al., 1995; LEVITZ et al., 1999).

Outro resultado observado foi uma correlacdo negativa entre inducdo de
producéo de IL-6 por macrofagos com a taxa de sobrevivéncia dos isolados de
C. neoformans, indicando que quanto maior a producdo da citocina, menor a
taxa de sobrevivéncia fungica. Uma hipétese para isso € que fungos com maior
habilidade de sobreviver a interacdo poderiam de alguma forma estar
regulando negativamente a inducdo de producdo desta citocina como medida
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de sobrevivéncia. No entanto ndo observamos a mesma correlagédo entre a
producdo de IL-6 por macrofagos com a sobrevivéncia fungica nas analises
com os isolados de C. gattii, sugerindo que possam existir diferencas nas
estratégias de modulagdo do sistema imune entre as duas espécies.

A hipotese para esse achado, é que o fungo poderia estar sobrevivendo
e se proliferando na interacdo com macrofago através de mecanismo de
exocitose néo litica. O escape do fungo através de exocitose nao litica e a
disseminacao de célula ja foram descritos em culturas in vitro de macrofagos
murinos e humanos (MA et al., 2006).

E esperado que os demais resultados de analises das interacées dos
isolados do LACEN estejam correlacionadas a caracteristicas clinicas dos
pacientes, o que explicaria a diferenca na viruléncia de cada espécime e
porque algumas linhagens sao capazes de causar manifestagcbes mais graves,
engquanto outras séo facilmente eliminadas, apesar do macrofago ser a célula
mais eficiente na eliminacdo deste fungo, ndo podemos excluir a importancia
de caracteristicas do hospedeiro como diferencas na imunidade inata e
também da adaptativa, além de fatores genéticos.

8. Limitacdes

A correlacdo dos fenotipos observados com os dados clinicos dos
pacientes é fator primordial para o desenvolvimento deste trabalho, entretanto
ndo temos dados clinicos dos isolados da FIOCRUZ do Rio de Janeiro
caracterizando uma das principais limitacbes do nosso trabalho, somente
dados dos pacientes dos isolados do LACEN de Brasilia. Outra limitacdo do
trabalho foi ndo ter conseguido analisar um numero maior de amostras do
LACEN de Brasilia, e a utilizacdo de uma linhagem diferente de macréfagos da
que foi usada nas interacdes com os isolados do Rio de Janeiro o que dificultou

a identificacdo de possiveis diferencas geogréficas entre os isolados.
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9. Concluséo

Nesse estudo de diferencas entre isolados de C. neoformans e C. gattii,
mostramos que os isolados de C. gatti da FIOCRUZ- RJ foram mais
fagocitados e apresentam maior sobrevivéncia fingica ao mesmo tempo que
induziram uma maior producdo de TNF-alfa nos macrofagos em relacdo aos
isolados de C. neoformans. Em contrapartida, os isolados de C. neoformans
foram capazes de induzir maior producdo de MCP-1 por macrofagos em
relagdo aos isolados de C. gattii. Observamos também uma correla¢do positiva
entre a sobrevivéncia fungica e a taxa de fagocitose dos isolados de C.
neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, indicando que quanto maior for a
internalizacdo do fungo, maior a sua taxa de sobrevivéncia. Quanto a
correlacdo de producao de citocinas e a sobrevida fungica, observamos que 0s
isolados clinicos de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro
apresentaram correlacdo negativa com a citocina IL-6, e a quimiocina MCP-1.

Em conclusdo, isolados de C. gattii foram fagocitados com mais
eficiéncia, o que ja havia sido associado a uma melhor sobrevida dos fungos no
sistema nervoso central. Eles também foram mais capazes de resistir a
atividade antifungica do macréfago e levaram a diminuicdo da secrecdo de
MCP-1. Esses resultados podem apontar razdes para a maior incidéncia da
doenca por C. gattii em pessoas imunocompetentes. Nossa perspectiva € que
a analise de um maior nimero de isolados do LACEN de Brasilia confirme as
observacbes até agora feitas nesse trabalho esses fendétipos sejam
semelhantes em relacdo as linhagens desta espécie. As diferencas entre os
resultados obtidos com macréfagos primarios e células imortalizadas sugere
que seria interessante testar a interacdo dos isolados de Brasilia também com
células primérias, ou testarmos a interacdo dos isolados da FIOCRUZ com
macrofagos J774.

De modo geral, espera-se que nossos resultados contribuam na
elucidacdo da interacdo deste fungo com os macréfagos, a principal célula
efetora na infeccdo desse fungo, além de elucidar a diferencas entre espécies

causadora da doenca aqui no Brasil. E assim, de alguma maneira facilitar no
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desenvolvimento de solugbes que favorecem o diagndstico, tratamento e a

prevencao dessa doenca.
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cosmopolita e o diagnostico tardio € marcante. Ha poucos registros de formas pulmonares, provavelmente
pouco diagnosticadas, resultando em sub-notificacdo. Nao constitui doenca de notificacao obrigatoria,
entretanto causa cerca de um milhao de casos de meningoencefalite por ano em pacientes com Aids em
todo mundo, com aproximadamente 625.000 obitos, bem como e micose sistémica em individuos
aparentemente normais.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil clinico e epidemiologico e evolugao da criptococose no Brasil por meio da criacao da
implantacao da rede integrada de pesquisa multidisciplinar de criptococose no Distrito Federal abrangendo a
criptococose primaria e oportunista.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-Criar e manter sistema de monitoramento da criptococose no Distrito Federal por meio da atuacao em
rede dos orgdos envolvidos.

1-Determinar as caracteristicas clinicas e laboratoriais da criptococose em hospedeiro com e sem

Enderegco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com
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Situacds do Parecer:
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Meesasila Apreciscio da CONEP:
Masa

Congideragdes Finais a crilério do CEP:

BRASILIA, 02 de Feversiro de 2015

Assinad por:

Helio Berga
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Anexo 2

Comprovacao de autorizacao pelo Comité de Etica de uso de animais

\

N
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Comité de Etica no Uso Animal

Brasilia, 10 de setembro de 2012.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “CARACTERIZACAO DAS BASES MOLECULARES DA SUSCETIBILIDADE IMUNOLOGICA A

INFECCAO SISTEMICA.”, UnBDOC n.? 52657/2011, sob responsabilidade da Profa. lldinete Silva Pereira foi avaliado e
aprovado pela Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

Prof. José/Raimundo Corréa
nooﬁm:maoq da CEUA
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Tabela 1. Dados gerais dos isolados clinicos como, espécie, nomenclatura, percentual de

Anexo 3

a quimiocina MCP-1.

106

fagocitose, sobrevivéncia flngica, indice fagocitico, e concentragao das citocinas IL-6, TNF-a e

Isolado Espécie Procedéncia % Indice fagocitico Sobrevivéncia [1 [ [1
Fagocitose IF Fangica IL-6 TNF-a« | MCP1
CFU pg/mL | pg/mL | PY/mL
H99 . heoformans Laboratorio 54,7 4,2 0,5 623,2 1542 204
Controle
B3501 . neoformans Laboratorio 63,7 35 0,3 575,3 1413 211
Controle

CNFO001. . heoformans FIOCRUZ 56,3 3,5 0,3 529,4 730,8 229
1 Rio de
Janeiro

CNF002 . heoformans FIOCRUZ 49,3 1,2 0,5 517,1 879,6 225
Rio de
Janeiro

CNF003 . heoformans FIOCRUZ 52,0 45 0,30 616,7 745,1 244
Rio de
Janeiro

CNF004 . heoformans FIOCRUZ 36,3 4,2 0,2 1075,1 | 818,5 259
Rio de
Janeiro

CNF005 . heoformans FIOCRUZ 37,7 3,2 0,4 1028,2 | 641,3 186
Rio de
Janeiro

CNFO0O01. . neoformans FIOCRUZ 67,7 2,6 0,2 958,0 | 754,8 252
2 Rio de
Janeiro

CNF007 . heoformans FIOCRUZ 72,7 3,6 0,3 1141,2 | 742,9 220
Rio de
Janeiro

CNF008 . heoformans FIOCRUZ 57,3 4,2 0,3 630,7 634,7 226
Rio de
Janeiro

CNFO0O01. . heoformans FIOCRUZ 56,3 4,43 0,2 752,9 | 666,1 236
3 Rio de
Janeiro
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CNFO010

. heoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

60,0

4,46

0,2

7247

584,1

184

CNFO011

. neoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

60,7

3,6

1,0

528,3

947,4

92

CNF012

. heoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

64,0

3,2

0,3

656,4

964,3

234

CNF013

. neoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

70,0

4,25

15

765,5

800,5

229

CNFO014.

1

. neoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

79,7

2,30

1.3

319,3

720,8

217

CNF014.

2

. neoformans

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

76,0

34

1,4

2711

674,7

40

CNF016

. neoformans

FIOCRUZ
Rio de
Janeiro

57,3

4,42

1,0

520,2

786,5

241

CGF001

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

70,5

3,74

3,0

165,5

329,5

98

CGF002

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

68,8

3,91

2,7

4111

1864

117

CGF003

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de
Janeiro

56,9

2,28

3,3

739,8

1990

100

CGF004

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

72,1

3,64

4,1

21,1

170

108

CGF005

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

63,3

2,92

1,9

814,5

2200

144

CGF006

C. gattii

FIOCRUZ
Rio de

Janeiro

76,5

3,54

4,6

834,6

1981

175
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CGFO007 C. gattii FIOCRUZ 73,3 2,82 4,5 973,7 1470 170
Rio de
Janeiro
CGF008 C. gattii FIOCRUZ 62,1 3,65 2,8 80,2 4445 89
Rio de
Janeiro
CGF009 C. gattii FIOCRUZ 68,3 2,50 1,0 855,4 | 1969 125
Rio de
Janeiro
CGFO010 C. gattii FIOCRUZ 69,6 2,64 1,1 1063,1 | 1578 99
Rio de
Janeiro
CGFO011 C. gattii FIOCRUZ 68,6 2,52 2,6 883,1 1765 116
Rio de
Janeiro
CGFO012 C. gattii FIOCRUZ 79,1 4,08 3,0 1199,2 | 2316 133
Rio de
Janeiro
CNBOO1 . heoformans LACEN 37,0 2,2 0,6 - - -
Brasilia
CNBO002 . heoformans LACEN 56,9 1,1 0,6 - - -
Brasilia
CNBO003. . neoformans LACEN 21,6 15 0,7 - - -
1 Brasilia
CNBO004. . neoformans LACEN 37,1 12 0,2 - - -
1 Brasilia
CNBO004. . heoformans LACEN 29,8 2,7 0,1 - - -
2 Brasilia
CNBO0O0O6 . heoformans LACEN 42,6 1,0 0,2 - - -
Brasilia
CNBO0O07. . heoformans LACEN 26,3 2,0 0,7 - - -
1 Brasilia
CNBO008. . neoformans LACEN 51,4 2,1 0,6 - - -
1 Brasilia
CNBO0O07. . neoformans LACEN 25,2 15 0,6 - - -
2 Brasilia
CNBO010 . neoformans LACEN 42,3 15 11 - - -
Brasilia
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