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RESUMO

Cryptococcus neoformans € o agente mais comum da criptococose. Anualmente,
ocorrem cerca de 152 mil novos casos de criptococose, sendo que 73% destes levam a
morte. C. neoformans é capaz de produzir melanina, que é catalisada pela enzima lacase
1 (LAC1). Embora a melanina em C. neoformans tenha um papel na sobrevivéncia do
fungo no ambiente externo, este componente desenvolveu-se como um importante fator
de viruléncia durante a interagdo com o hospedeiro mamifero, favorecendo a infecgao. A
capsula de C. neoformans, fator de viruléncia mais critico desse patoégeno, ja apresentou
alguma interferéncia na inflamagao e morte celular. No entanto, o papel da melanina e da
LAC1 na inflamacdo e morte das células hospedeiras humanas permanece obscuro.
Portanto, neste trabalho estudamos se a melanina e LAC1 intercedem em mediadores
inflamatdrios produzidos por macrofagos humanos e, consequentemente, na sua morte. A
melanina causou menos fagocitose de células de levedura no inicio da infecgao (2 h.p.i),
mas nao é possivel notar diferengca em leveduras internalizadas em periodos mais tardios
(24 h.p.i). Ja LAC1 parece nao interferir na fagocitose. C. neoformans promoveu ativagao
da via NF-kB e IRF; entretanto, a melanina e o LAC1 nao interferiram nesse processo.
Pudemos notar que C. neoformans promove mais morte apenas nas primeiras horas de
infeccdo, com quase trés vezes mais apoptose em comparagdo com células sem
infeccdo. Porém, na infecgao tardia, a morte litica € predominante e a apoptose quase
inexistente com a interagdo de C. neoformans. A melanina diminui a apoptose tanto no
inicio como na infecgao tardia, enquanto a LAC1 aumenta a apoptose nos primeiros
tempos, mas atenua a apoptose apds 24 h.p.i. A caspase 8 (CASP8) é clivada e ativada
no inicio da infeccédo e se mantém ao longo desta. Por outro lado, CASP1, CASP3 e
GSDMD foram clivadas na infecgao tardia. A ativagao dessas proteinas provavelmente
explica mais apoptose observada no inicio e morte litica no final da infec¢ao. Investigando
qual fator do hospedeiro relacionado a inflamagao poderia ser afetado pela infecgao por
C. neoformans, NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 parecem estar envolvidos, uma vez que
sua inibicao afeta a fagocitose de células de levedura, aumenta a morte celular, embora
diminua a apoptose, principalmente nas primeiras horas. Por outro lado, a inibicdo de
CASP1 causou menos fagocitose e ligeiro aumento de morte no inicio, que foi mais
pronunciado na infec¢ao tardia. Porém, n&do conseguimos observar esses fenbmenos na
presenca de melanina no inicio da infecgdo, enquanto a presenga de LAC1 pode ser
necessaria para desencadear a morte por CASP8 sem afetar NLRP3 e AIM2. Portanto,
melanina e LAC1 de C. neoformans poderiam afetar a inflamacao e a morte celular, talvez
mediada por NLRP3, AIM2 e CASP8 das células hospedeiras.

Palavras-chaves: Criptococose, Cryptococcus neoformans, melanina, LACA1,

macrdéfagos, infecgédo, imunidade, inflamagéo, morte celular



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is the most common agent of cryptococcosis. Every year,
around 152,000 new cases of cryptococcosis occur, 73% of which lead to death. C.
neoformans is capable of producing melanin, which is catalyzed by the enzyme laccase 1
(LAC1). Although melanin in C. neoformans plays a role in the survival of the fungus in the
external environment, this component developed as an important virulence factor during
interaction with the mammalian host, favoring infection. The C. neoformans capsule, the
most critical virulence factor of this pathogen, has already shown some interference with
inflammation and cell death. However, the role of melanin and LAC1 in human host cell
inflammation and death remains unclear. Therefore, in this work we studied whether
melanin and LAC1 intervene in inflammatory mediators produced by human macrophages
and, consequently, in their death. Melanin caused less phagocytosis of yeast cells at the
beginning of infection (2 h.p.i), but it was not possible to notice a difference in yeast
internalized at later periods (24 h.p.i). LAC1 does not seem to interfere with phagocytosis.
C. neoformans promoted activation of the NF-kB and IRF pathways; however, melanin and
LAC1 did not interfere with this process. We were able to notice that C. neoformans
promotes more death only in the first hours of infection, with almost three times more
apoptosis compared to cells without infection. However, in late infection, lytic death is
predominant and apoptosis is almost non-existent with the interaction of C. neoformans.
Melanin decreases apoptosis both at early and late infection, while LAC1 increases
apoptosis at early times, but attenuates apoptosis after 24 h.p.i. Caspase 8 (CASP8) is
cleaved and activated at the beginning of infection and remains throughout it. On the other
hand, CASP1, CASP3 and GSDMD were cleaved in late infection. Activation of these
proteins likely explains more apoptosis observed early and lytic death late in infection.
Investigating which host factor related to inflammation could be affected by C. neoformans
infection, NLRP3, AIM2, CASP1 and CASP8 appear to be involved, since their inhibition
affects the phagocytosis of yeast cells, increases cell death, although decreases the
apoptosis, especially in the first hours. Conversely, CASP1 inhibition caused less
phagocytosis and a slight increase in early killing, which was more pronounced in late
infection. However, we were unable to observe these phenomena in the presence of
melanin at the beginning of infection, whereas the presence of LAC1 may be necessary to
trigger death by CASP8 without affecting NLRP3 and AIM2. Therefore, melanin and LAC1
from C. neoformans could affect inflammation and cell death, perhaps mediated by
NLRP3, AIM2 and CASP8 of host cells.

Key words: Cryptococcosis, Cryptococcus neoformans, melanin, laccase 1,
macrophages, infection, immunity, inflammation, cell death



“Avalia-se a inteligéncia de um individuo pela
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1. Introducao

1.1. Criptococose
A criptococose € uma doenga infecciosa causada por fungos basidiomicetos do

género Cryptococcus, sendo que a infecgdo por Cryptococcus neoformans € a mais
comum e disseminada globalmente (MAZIARZ & PERFECT, 2016). Era considerada uma
doenca rara até 1970, devido ao fato de ndo desenvolver sintomatologia em pessoas
imunocompetentes. Porém, com o advento da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, da sigla
em inglés para Acquired immunedefficiency syndrome) e seu auge na década de 80 com
sua caracteristica clinica de causar imunossupresséao, fez com que esses pacientes se
tornassem um dos grupos mais vulneraveis a infecgdo pelo C. neoformans e que o
numero de casos subiu vertiginosamente (HAJJEH, BRANDT & PINNER, 1995; MOLEZ,
1998, LUI et al., 2006; CHEN et al., 2008; CARNIATO et al., 2009; EL OUAZZANI et al.,
2009; HEITMAN et al., 2011, MAZIARZ & PERFECT., 2016). Estima-se que surjam 152
mil novos casos de criptococose anualmente, em que 73% dos casos acarretam o 6bito
em individuos vivendo com HIV/AIDS. (RAJASINGHAM et al., 2022). A criptococose é
considerada a segunda maior causa de morte nesse grupo, atras apenas da tuberculose
(RAJASINGHAM et al., 2017), sendo responsavel por 19% das mortes nesse grupo de
pessoas (RAJASINGHAM et al., 2022). A Figura 1 mostra nimero de pessoas que
apresentaram antigeno criptocdcico, incidéncia e numero de Obitos anuais devido a

criptococose.

Além da imunossupressao causada por HIV, outros pacientes imunossuprimidos
também sdo grupo de risco para a criptococose, como individuos com tumores em
tratamento com quimio/radioterapia e pessoas que receberam transplante de 6rgaos e
precisam obrigatoriamente fazer uso de imunossupressores. Com a incidéncia cada vez
maior de tumores sob tratamento e com transplante de 6rgdos se tornando um
procedimento clinico comum, aumenta cada vez mais a percentagem da populagéo
vulneravel a essa doenga oportunista (PERFECT E CASADEVALL, 2002).
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Figura 1. Estimativas globais e regionais da incidéncia de antigenemia criptocécica, meningite
criptococica e mortes relacionadas a criptococose. (RAJASINGHAM et al., 2022).

Apesar da enfermidade ter sido descrita ha mais de um século, em 1894 (BUSSE,
1894), esta ainda continua sendo uma doenga negligenciada, pois afeta em sua grande
maioria pessoas vulneraveis social e economicamente e/ou que foram por muito tempo
estigmatizadas. Mesmo nao sendo considerada formalmente pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) como negligenciada, apenas 0,5% de financiamento e pesquisa
destina-se a area (RODRIGUES, 2016). O C. neoformans é encontrado por todo mundo e
geralmente estd associado a excretas de aves, como pombos (EMMONS, 1955;
LITTMAN & SCHNEIERSON,1959; KWON-CHUNG, BENNETT, 1984;
CASTANON-OLIVARES & LOPEZ-MARTINEZ,1994; ROSARIO ET A., 2005; GHADERI,
EIDI, & RAZMYAR 2019).

Estima-se que 80% de criangas sdo infectadas com C. neoformans em areas
urbanas, apesar de ndo apresentarem sintomas (DESHAW & PIROFSKI, 1995; ABADI &
PIROFSKI, 1999; GOLDMAN et al., 2001; COELHO, BOCCA & CASADEVALL, 2014), e
que praticamente todos os adultos possam apresentar anticorpos séricos reativos para
antigenos do C. neoformans (CHEN et al., 1999), mostrando como é um patdégeno
disseminado, apesar da doencga ser rara. Atualmente, cerca de 1 milhdo de pessoas
sofrem de meningite causada pelo C. neoformans e mais de 60% falecem em até 3
meses apos o diagnodstico (SABIITI & MAY, 2012).
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O individuo se infecta quando entra em contato com excretas de aves
contaminadas pelo fungo e inalar seus esporos ou suas leveduras desidratadas, que se
alojam no pulmado e alcangam os alvéolos (HATCH, 1961; POWELL et al., 1972;
NEILSON, FROMTLING, BULMER, 1977). Células fagociticas nos préprios pulmoes,
como macroéfagos alveolares (LEVITZ, 1994; MANSOUR & LEVITZ, 2002), s&o capazes
de fagocitar esses fungos (VECCHIARELLI et al., 1994), inibindo sua propagacao inicial.

A fagocitose de C. neoformans também induz a produgdo de mediadores
inflamatdrios e o recrutamento de outras células fagociticas e imunoldgicas para o sitio de
infeccdo, que geralmente culminam na formacdo de uma barreira. As células do
hospedeiro rodeiam os patogenos, condicdo que pode associar-se a necrose do tecido
conjuntivo adjacente. Essa barreira € denominada de granuloma, onde os fungos ficam
retidos e sua replicagado é controlada, podendo o patdgeno ficar latente por muito tempo
nesse sistema ou nunca se manifestar novamente (PERFECT & CASADEVALL, 2002).
Neste momento, alguns pacientes podem desenvolver sintomas parecidos com uma
pneumonia, como tosse, encurtamento da respiracéo, dor no peito, febre e perda de peso
(PERFECT & CASADEVALL, 2002; CDC, 2020) mas a grande maioria das pessoas
permanece assintomatica (GARCIA-HERMOSO, JANBON & DROME, 1999). A quebra da
integridade da barreira do granuloma pode ser desencadeada durante quadros de
imunossupressdo e em pessoas imunossuprimidas. Nesse momento, leveduras ou
fagécitos com estas internalizadas podem ter acesso a outras areas do pulméao, podendo
desencadear pneumonia, ou terem acesso aos vasos sanguineos adjacentes,

disseminando o fungo de forma sistémica.

Geralmente os fungos de C. neoformans possuem tropismo pelo sistema nervoso
central, principalmente pelo cérebro (CDC, 2022), alcangando este 6rgdo por meio da
penetragcdo da barreira hematoencefalica, tanto pelas leveduras livres, como por elas
internalizadas em fagécitos (WOO & MARTINEZ, 2021). Atingindo o cérebro, as leveduras
conseguem colonizar o local e promovem um processo inflamatério, podendo ocasionar
meningite (CASADEVALL & PERFECT, 1998; HEITMAN et al., 2011). Isso pode gerar
dores de cabeca, letargia, febre, dor no pescogo, ndusea, coma e perda de memodria
(PERFECT & CASADEVALL, 2002; PERFECT, 2015; CDC, 2022). Dependendo da sua
gravidade e tempo de diagnostico, a inflamagcdo pode ser bastante acentuada,
acarretando no obito do individuo infectado. A Figura 2 ilustra o processo de transmissao

e o estabelecimento da criptococose.
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Figura 2. Transmissao e patogénese da criptococose de C. neoformans.

Representacdo esquematica de ciclo de transmissdo, o6rgédos afetados, caracteristicas clinicas e
disseminacdao de C. neoformans em humanos no curso da infeccdo. C. neoformans é encontrado em
excretas de aves em forma de leveduras desidratadas ou esporos, que podem ser inalados por outros
organismos, como o ser humano. Esses esporos ou leveduras entdo se alojam no pulmao, onde inicia-se
um processo de migragao leucocitaria para o sitio de infecgdo, gerando a formagao de um granuloma.
Geralmente o granuloma consegue reter o espalhamento do patdégeno e conter a infecgdo, mas em
organismo imunocomprometidos, essa “barreira” nao é tao eficiente, permitindo o escape e disseminagao de
C. neoformans para outras partes do organismo hospedeiro, sendo o sistema nervoso central sendo um
nicho onde o fungo consegue se estabelecer e colonizar a regido. Isso acarreta no desenvolvimento de uma
inflamagéo, gerando meningite, o que pode ocasionar dores de cabega, letargia, febre, dor no pescoco,
nausea, coma e perda de memdria. Figura criada no BioRender.

1.2. Reconhecimento de patégenos, formagao de inflamassomas e producao de
mediadores inflamatérios

Ao longo da evolugao, os organismos vivos desenvolveram diferentes receptores e
meétodos para reconhecer moléculas exogenas potencialmente prejudiciais, por
possivelmente representarem algum tipo de toxina ou ser atrelado a algum agente invasor
que pode lhe causar enfermidades. Essas moléculas comumente encontradas em
patdégenos possuem caracteristicas bem preservadas e selecionaram ao longo do tempo
esses receptores em seus hospedeiros, permitindo que possam ser reconhecidos,
identificados e haja a indugdo de alguma resposta que possa amenizar seus danos no

organismo invadido, e assim, permitir sua sobrevivéncia. Essas moléculas séao
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denominadas como padrdées moleculares associados a patogeno (PAMP, da sigla em
inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) (JANEWAY, 1989). Alguns exemplos sao
lipopolissacarideo (LPS), flagelina de bactérias, RNA de fita simples ou dupla (geralmente
provenientes de virus) e DNA exdégeno nao-metilado (oriundo de protozoarios).
Geralmente esse reconhecimento € denominado de primeiro sinal de ativagdo, mas
comumente por si s6 ndo é capaz de tornar a célula responsiva (TAKEUCHI & AKIRA,
2010).

As invasodes de células do hospedeiro por agentes exdégenos podem desencadear
estresse e danos, que sido reconhecidos e conseguem gerar sinais de alerta ao
organismo, para que este possa iniciar um contra-ataque e evitar mais danos. Esses
sinais sdo comumente conhecidos como padrées moleculares associados a danos
(DAMPs da sigla em inglés para Damage Associated Molecular Patterns). O DNA situado
no compartimento citoplasmatico e o desbalango acentuado de ions, como K+ sao
considerados DAMPs ,por exemplo, pois estdo localizados em locais ou em niveis
atipicos, o que pode indicar um sinal de estresse celular (TAKEUCHI & AKIRA, 2010).
Geralmente sdo denominados de indutores de segunda sinalizagao, pois ela é necessaria
para desencadear uma resposta na célula hospedeira e € uma forma de regulagcédo para
que células ndo se ativem contra micro-organismos inocuos, como a microbiota intestinal,
por exemplo, ou a danos comuns gerados no organismo diariamente. Se uma molécula
OuU organismo comega a ser nocivo e causa dano tecidual, essa célula interpreta esses

sinais como uma ameaca e se ativa, tornando-se responsiva a este estresse.

Ao reconhecer um agente invasor potencialmente danoso, umas das primeiras
reacdes do hospedeiro € tentar induzir a sua morte pelo alvejamento com proteinas do
sistema complemento ou realizar a fagocitose com o intuito de conter sua disseminagéo,
controlar sua replicacdo, e assim evitar o desenvolvimento de uma doenca. Caso o
sistema complemento ndo consiga promover a eliminagdo do patdégeno, ele pode ao
menos permitir a sua opsonizacao e facilitar seu reconhecimento e fagocitose por células
do organismo, visto que as células possuem receptores para essas proteinas. Ao ser
fagocitado, o agente fica contido em um vacuolo denominado de fagossomo, onde ha a
fusdo de vesiculas contendo enzimas digestivas, como os lisossomos, formando o
fagolisossomo, com o intuito de promover a degradacao do agente exdégeno (ROSALES &
URIBE-QUEROL, 2017)

Além disso, a célula invadida ao reconhecer agentes invasores promove a ativagao

de vias inflamatdrias, como a via do NF-kB e dos fatores regulados por interferons (IRF,
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da sigla em inglés para Interferon Regulated Factors). A ativagao dessas vias ocasiona a
expressao de genes e produgao de proteinas envolvidas em respostas inflamatadrias,
como IL-1, IL-6 e TNF, que irdo regular a morte celular, modificar a permeabilidade do
endotélio vascular, recrutar células para o sitio de infecao/inflamacgao e induzir a produgcao
de proteinas de fase aguda (TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Quando o agente capturado é fagocitado por células apresentadoras de antigenos
(APCs, da sigla em inglés Antigen Presenting Cells), como macréfagos ou células
dendriticas, essas sdo capazes de processar os antigenos ap6s a degradacado do
patdgeno, e complexa-los em moléculas especificas que sao transportadas para a
membrana e ficam expostas na porgcado extracelular. Isso permite que o antigeno do
patdgeno fique exposto e possa ser reconhecido por outras células que possuam

receptores compativeis.

Assim, quando APCs migram para linfonodos, elas sdo capazes de apresentar
esses antigenos para linfécitos T, que estdo em estado latente, além de estimula-los com
outros receptores e produgdo de citocinas que os ativardo, tirando-os da laténcia. As
APCs sao capazes de produzir conjuntos de citocinas distintas dependendo do tipo de
patdgeno capturado, permitido a diferenciagdo desses linfocitos, agora responsivos, em
subtipos diferentes, ou seja, especializados em reconhecer e agir em células infectadas
por diferentes invasores (KAIKO et al., 2008)

Os linfécitos agora podem migrar até o sitio de infecgdo e promover respostas
distintas, como ativar macrofagos infectados para que eles intensifiquem seu potencial
microbicida, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(resposta Th1). Outra resposta desses macrofagos pode ser a deposicdo de matriz,
angiogénese, reparo do tecido danificado e cicatrizacdo, promovendo uma resposta de
‘resolugdo da inflamagao” para reconstituir a homeostasia (resposta Th2). Os linfécitos
podem induzir também o recrutamento de fagdcitos ao local inflamado, como neutréfilos,
e aumentar a indugdo de fagocitose para neutralizar os patégenos que ainda estdo
extracelulares, além de promover producédo de peptideos antimicrobianos (reposta Th17)
(KAIKO et al., 2008)

Apesar da resposta imunoldgica do hospedeiro, ao longo da evolugdo, os
patdbgenos desenvolveram mecanismos para driblar esse reconhecimento ou fugir do
fagolisossomo para o citoplasma a fim de conseguir sobreviver. Todavia, quando este
consegue escapar para o citoplasma, ha a presenga de sensores no interior da célula

hospedeira que s&o capazes de reconhecer tanto PAMPs quanto DAMPs em seu interior
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e sinalizar para a célula que foi invadida. Uma resposta que pode ocorrer, caso o invasor
nao seja degradado na fagocitose, € promover a morte da prépria célula hospedeira. Isso
poderia acarretar tanto a destruicao do nicho de replicagédo daquele agente, assim como
permitiria que esse possa ser liberado novamente para o meio extracelular e para que
possa ser destruido por componentes da imunidade humoral ou por um outro fagécito
(CHEN NING & JIANG., 2017). O reconhecimento e desencadeamento de uma morte
celular pode ser promovida por meio de diferentes formas, como reconhecimento de
PAMPS e/ou DAMPS no interior das células e formagédo de inflamassomas, ou pela
ligacdo de diferentes mediadores inflamatorios em receptores celulares. Todos esses
eventos convergem por serem executados por diferentes caspases (CHEN NING &
JIANG., 2017. MAN, KARKI & KANNEGANTI., 2017, ROMO, 2021)

Um inflamassoma é composto basicamente por uma proteina sensora (NLRP3,
NLRP1, NLRC4, AIM2), que consegue reconhecer PAMPS ou DAMPs e que pode se
associar com uma proteina adaptadora denominada ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD - caspase activation and recruitment domains), que
possui varios sitios de ligagdes para multiplas caspases, podendo se associar com
caspase 1 (CASP1) ou caspase 8 (CASP8), por exemplo. Essas caspases sao proteinas
naturalmente inativas, que ao se associarem ao inflamassoma séo clivadas, acarretando
sua ativacdo. A partir da ativagcao, as caspases se tornam aptas a clivarem seus
substratos, incluindo a citocina inflamatéria interleucina-1 B (IL-1B ou IL1B) e outras
caspases efetoras que desencadeiam apotose, como caspase 3 e 7, e proteinas efetoras
de piroptose, como a Gasdermina D (GSDMD), ambas também presentes nas suas
formas inativas, permitindo sua ativagao e tornando-as aptas a realizarem suas funcdes
biolégicas (NAGATA 1997; SUSIN et al. 2000; DIX et al. 2008; MAHRUS et al. 2008; HE et
al., 2015; SHI et al., 2015, LOPEZ-CASTEJON E BROUGH, 2011)

Uma vez que a IL-1B é ativada, ela é secretada pela célula atacada e se liga a
receptores em células vizinhas, propagando um sinal de invasao do organismo. Essa
sinalizagdo provoca ativagdo de linfocitos, produgdo de proteinas de fase aguda,
permeabilizacdo do endotélio, recrutamento de leucdcitos para o sitio de infecgédo e causa

alguns efeitos sistémicos no organismo como febre.

1.3. Morte celular de células hospedeiras
A morte de uma célula € um processo fisiolégico recorrente e normal dentro de

organismos multicelulares e tem fungao importante em processos de desenvolvimento
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embrionario, homeostasia e respostas imunolégicas. Inumeras células morrem todos os
dias e sao recicladas, sendo fagocitadas e seus componentes reutilizadas por essas
células saudaveis. Geralmente essas células morrem através de uma morte programada
e silenciosa, a fim de manter as condi¢cdes normais do organismo sem causar um grande
“alarde”, sinalizando que aquele processo biolégico ndo € incomum. Mas em casos
atipicos em que a a homeostasia é drasticamente afetada, como em doencgas crénicas,
autoimunes e infecgbes por agentes exdgenos, um numero massivo de células pode
morrer em um espaco curto de tempo, liberando quantidades anormais de moléculas que
sinalizam dano (DAMPSs), o que deixa as células das redondezas em estado de alerta.
Isso recruta mais fagdcitos para o local para “limpar a bagunga”, controlar a proliferacéo
do agente invasor, caso este esteja presente, iniciar o reparo tecidual, a fim de
restabelecer a homeostasia do organismo. Portanto, ha diferentes tipos de morte que uma
célula pode sofrer, umas mais discretas e silenciosas que nao provocam tantas alteracoes
no cotidiano de outras células, e outras que causam um alarde maior para sinalizar algum
evento potencialmente perigoso para a integridade do hospedeiro. As principais mortes
descobertas e amplamente estudadas recentemente sdo denominadas de apoptose,
piroptose e necroptose (BERTHELOOT, LATZ, & FRANKLIN, 2021).

A formacdo candnica de inflamassomas, provoca a ativacdo de CASP1 e a
consequente clivagem e ativagdo de seus respectivos substratos, como mencionado na
secao anterior. Um dos substratos da CASP1 é a gasdermina D (GSDMD), que é
produzida na sua forma inativa, porém, quando clivada pela CASP1, sua porgao
N-terminal de cerca de 31 kDa ¢é ativa (SHI et al., 2015). Esta é capaz de se ancorar a
membrana plasmatica celular e se oligomerizar nesta regido, promovendo a formagao de
uma estrutura em forma de poro, que culmina no extravasamento de material
citoplasmatico, na liberagdo massiva de mediadores inflamatérios como a IL-13 e a morte
da célula alvo denominada de piroptose (AGLIETTI et al., 2016; SBORGI et al., 2016,
WANG et al, 2020). Ha outras caspases que também podem se associar ao
inflamassoma de forma n&o candnica e clivar GSDMD, como a CASP11 em murinos e
CASP4 e CASP5 em humanos, onde CASP11 e CASP4 podem atuar diretamente como
receptores de PAMPs como o LPS (KAGAYASHI et al., 2015; SHI et al., 2015; AGLIETTI
et al., 2016).

Como consequéncia deste desfecho, ha a destruigdo do nicho de replicagdo de
patégenos intracelulares e a liberagdo de mediadores inflamatorios para o exterior para

sinalizar as outras células um potencial perigo. Esse tipo de morte é denominado como
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piroptose, visto que esta associada a inflamagdo (BERGSBAKEN, FINK, & COOKSON,
2009; HE et al., 2015; SHI et al., 2015, LOPEZ-CASTEJON E BROUGH, 2011).

Outro tipo de morte que pode ocorrer numa célula, € denominado de apoptose, a
qual pode ocorrer por duas vias distintas: a intrinseca e extrinseca. A via intrinseca pode
ser engatilhada por sinais de estresse ocorridos no interior das células, como dano no
DNA causado por agente fisicos, quimicos ou bioldgicos. Esses danos acarretam na
permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria e a liberagdo do citocromo C para
o citoplasma, através da formacgao de poros na membrana mitocondrial por proteina da
familia BCL-2, como BAX e BAK, quando oligomerizados. A liberagdo do citocromo C no
interior do citoplasma causa o recrutamento de Apaf-1 e da procaspase 9, fazendo com
que estes se oligomerizem formando uma plataforma proteica denominada de
apoptossomo, onde ha a auto-clivagem de CASP9 na sua forma ativa. Esta agora é capaz
de clivar outras caspases, como a CASP3 e CASP7, que por sua vez ativam as capases
2, 8 e 10, que desencadeiam na morte apoptética. Esse tipo de morte é caracterizado por
fragmentacdo do DNA, perda de receptores de membrana, desestabilizagdo da bicamada
lipidica da membrana plasmatica com exposicdo de lipideos para o exterior da célula

(como as fosfatidilserina) e formacgao de vesiculas.

Na via extrinseca ocorre o mesmo desfecho final observado na via intrinseca,
porém, esta € inicializadas por outros estimulos, como a ligacdo de agonistas a
receptores de morte como proteinas da familia dos fatores de necrose tumoral (TNF)
(YERETSSIAN et al., 2011), pelo estimulo do receptor Fas com seu agonista Fas ligante
(Fas-L) (HUANG et al., 1999 e WARING & MULLBACKER, 1999), ou ligagdo de PAMps
aos seus respectivos receptores. Esse reconhecimento culmina no recrutamento de
caspase 8 (CASPS8), que sofre clivagem e sua consequente ativagdo, podendo agora
ativar as CASP3 e CASP7, acarretando na ativagao de toda cascata de apoptose vista

anteriormente. Todos os mecanismos de mortes descritos aqui séo ilustrados na
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Figura 3. Reconhecimento, fagocitose e mecanismos efetores ativados por patégenos reconhecidos
intracelularmente.

Patdgenos possuem moléculas conservadas que podem ser reconhecidas por receptores reconhecedores
de padrbes presentes na superficie de células hospedeiras (PRRs,da sigla em inglés para Pattern
Recognition Receptors) e desencadeiam um processo de fagocitose (1), onde o patégeno € internalizado e
retido intracelularmente, formando o fagossomo (2). Com isso, ha ativagao de vias no interior da célula,
como a via do NF-kB (3), que causam o deslocamento de fatores de transcricdo para o nucleo e
consequente transcrigao e tradugdo de mediadores pré-inflamatérios, como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1B, a fim
de sinalizar as células da vizinhanga sobre uma possivel invasao e ameaca do hospedeiro. Porém, alguns
desses mediadores inflamatérios sao produzidos na sua forma inativa, sendo necessario a ativagdo de
outras vias adicionais intracelulares para causar sua ativagdo e ter seu efeito biolégico. A formagao do
fagossomo desencadeia a fusdo de vesiculas contendo lisossomos (4), liberando enzimas hidroliticas em
seu interior e formando o fagolisossomo (5), com a finalidade de causar a degradagéo do agente invasor. O
patégeno, portanto, pode ser degradado e sua colonizagdo contida, ou este pode possuir fatores de
viruléncia que neutralizam a agdo das enzimas hidroliticas, permitindo seu escape desse compartimento
para o citoplasma (6). L&, tanto alguns componentes do agente invasor, como componentes de estresse
celular do préprio hospedeiro ocasionado pela invasdo de agentes exdgenos podem ser “sentidos” pela
prépria célula, através de proteinas sensoras, que podem reconhecer desbalango de ions como de potassio,
DNA no citoplasma e componentes conservados de bactérias e fungos (7). Algumas dessas proteinas
sensores sdo NLRP3, AIM2 e NLRC4, que sao recrutadas para o sitio de infeccdo e ocasionam o
recrutamento de outras proteinas, como a proteina adaptadora ASC, que se associa a proteina sensora e
possui dominios recrutadores de caspases, onde estas conseguem ser recrutadas para o local e se
associam a ASC-proteina sensora (8), formando um complexo proteico que se associa com outro
complexos, formando uma plataforma proteica denominada de inflamassoma (9). Essa plataforma ocasiona
a clivagem e ativagdo de caspases (10), que agora conseguem agir sob seus substratos. No caso de
CASP1 ativa, clivam proteinas como IL-1B e GSDMD-FL, clivando-as e ativando-as (11). A porgéo
amino-terminal de GSDMD (GSDMD-N) é capaz de se oligomerizar com outras e formar uma estrutura de
poro a membrana plasmatica, causando extravasamento de material citoplasmatico e causando morte da
célula conhecida como piroptose. Caso seja ativada CASP8, esta cliva outras caspases que promovem a
apoptose da célula. IL-1B clivada pode ser secretada para a porgao extracelular, onde consegue se ligar em
células vizinhas e sinalizar para essas uma provavel ameaca ao organismo. Além disso, pode provocar
efeitos moleculares e celulares, como induzir produgéo de proteinas de resposta da fase aguda pelo figado
e ativar linfocitos, assim como efeitos sistémicos, como promover febre no organismo. Figura criada no
Biorender.
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Alguns patogenos podem se beneficiar de uma morte em detrimento de outra,
dependendo de varios fatores, como condigdo do hospedeiro,se € um patégeno intra ou
extracelular, patogénese da infecgao, tipo de cepa, etc. Assim como as células também

podem controlar uma infeccéo por um tipo de morte, mas serem prejudicadas por outra.

1.4. Resposta imunolégica contra C. neoformans e seus mecanismos de evasao

Células do hospedeiro, como fagdcitos, também conseguem reconhecer moléculas
especificas de C. neoformans que mostram que ele é um agente exdégeno e
possivelmente prejudicial ao organismo. Alguns receptores, como CD14, TLR2 (YAUCH et
al., 2004; BIONDO et al., 2005), TLR4 (SHOHAM et al., 2001), TLR9 (NAKAMURA et al.,
2008), CD18 (DONG & MURPHY., 1997) e receptores de manose (SYME et al., 2002;
DAN et al., 2008; HUANG et al., 2018) sdo capazes de reconhecer moléculas presentes
no fungo. A importancia desses receptores dentro dessa infecgao é ressaltada pelo fato
de que seu estimulo prévio proporcionou aumento da fagocitose e da ativagao de células
por C. neoformans (REDLICH et al., 2013). Da mesma forma, proteinas do sistema
complemento também auxiliam na opsonizacdo e reconhecimento das leveduras por
receptores, devido a deposicdo de C3 (LEVITZ & TABUNI, 1991; MONARI et al., 1997;
VECHIARELLI et al., 1998 ZARAGOVA, TABORDA & CASADEVALL, 2003), lectina
ligadora de manose (VAN ASBECK et al., 2008) e anticorpos (KOZEL & MCGAW, 1979;
GRIFFIN, 1981). Essa interacdo €& mediada principalmente pelos receptores de
complemento CR1, CR3 e CR4 (LEVITZ & TABUNI, 1991; ZARAGOVA, TABORDA &

CASADEVALL, 2003) e receptores Fcy (KOZEL & MCGAW, 1979; GRIFFIN, 1981).

Sem a presenga de um agente opsonizante, como proteinas do sistema
complemento, a ancoragem e a internalizagao deste fungo é drasticamente reduzida, mas
n&o abolida (BOLANOS & MITCHELL, 1989a; BOLANOS & MITCHELL, 1989b; LEVITZ &
TABUNI, 1991, GUERRA et al., 2014). A importancia do sistema complemento na
infeccdo por C. neoformans é ressaltada pelo fato de que a falta da opsonizacdo em
experimentos in vivo ocasiona suscetibilidade ao patégeno (RHODES, WICHER & URBA,
1980), além de ja ter sido encontrado danos nos receptores de complemento do tipo 3 de
monadcitos de pacientes com HIV/AIDS, sugerindo que pode ser um fator que dificulta a
fagocitose das leveduras e torna essa populagédo vulneravel a infeccdo (MONARI et al.,
1997). Ademais, pacientes que sofreram de sepse devido ao C. neoformans

apresentaram deplecao do sistema complemento (MACHER et al., 1978).
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Esse reconhecimento via opsonizagdo acaba desencadeando fagocitose das
leveduras em células fagociticas como macréfagos, monocitos, células dendriticas e
neutréfilos (MONARI et al., 1997, VECCHIARELLI et al., 1998, SYME et al.,, 2002;
ROHATGI &PIROFSKI., 2016), que parece ser dependente de polimerizagdo de actina
(GUERRA et al.,, 2014). O reconhecimento e fagocitose das leveduras promovem a
ativacao de fatores de transcricdo e seu translocamento para o nucleo, como NF- «B via
MyD88, que promovem a produgdo de mediadores inflamatérios (YAUCH et al., 2004;
BIONDO et al., 2005), a fim de promover sua degradagao e sinalizar para células vizinhas

sobre uma invas&o do organismo.

Todavia, em modelos animais foi notado que apesar de haver a internalizagao das
leveduras pelos macréfagos, ndo houve uma destruicdo completa dessas (LEVITZ,
FARELL & MAZIARZ, 1991; VECCHIARELLI et al., 1994; TUCKER & CASADEVALL,
2002), mostrando que o fungo pode ter desenvolvido mecanismos para driblar o sistema
imunoldgico e se manter infectando o hospedeiro. Isso pode ocorrer devido ao C.
neoformans produzir fatores de viruléncia, como urease e capsula, que ocasiona um
aumento de pH do fagolisossomo, assim como fosfolipase B1 que auxilia na ruptura do
fagolisossomo (HARRISON, CHEN & LEVITZ, 2002; TUCKER & CASADEVALL, 2002,
DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2018a; DE LEON-RODRIGUEZ et al., 2018b; FU et al.,
2018; SANTIAGO-BURGOS, STUCKEY, & SANTIAGO-TIRADO, 2022). Ja foi visto
também que C. neoformans é capaz de inibir a fusdo de lisossomos ao fagossomo
(VECCHIARELLI et al., 1994)

Macrofagos e células dendriticas também atuam como células apresentadoras de
antigenos, apresentando antigenos de C. neoformans a linfécitos T e produzindo citocinas
que auxiliam na sua proliferagdo (VECCHIARELLI et al., 1994; NELSON, HAWKINS, &
WOZNIAK, 2020) e na sua diferenciagao, a fim de que possa promover um tipo especifico
de resposta imunoldgica contra o agente etiolégico. Ja foi visto que quando é produzido
citocinas de respostas Th1 (IFN-y e TNF-a) e Th17 (IL-17), ha uma diminui¢cdo da carga
parasitaria, ja a presenca de citocinas da resposta Th2 (IL-4 e IL-13) aumentam a
proliferagéo intracelular de C. neoformans (HUFFNAGLE, 1996; KAWAKAMI et al., 1999
UICKER et al., 2005; VOELZ, LAMMMAS & MAY, 2009; DAVIS et al., 2013; COELHO,
BOCCA & CASADEVALL, 2015; LI et al., 2022).

Antagonicamente, foi visto também que fagdcitos, como macrofagos, podem
auxiliar na infecgao pelo C. neoformans, pois a deplecédo desse tipo celular permite maior

sobrevivéncia de camundongos, apesar dessa deplecdo em ratos os tornarem mais
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susceptiveis a infeccdo (KECHICHIAN et al., 2007; SHAQ et al., 2005). Além disso, ja foi

visto que mondécitos podem auxiliar na disseminagdo de C. neoformans que foram

internalizadas para o cérebro (CHARLIER., et al., 2009), mostrando que células do préprio
hospedeiro podem atuar como “cavalos de Troia” no curso da doenga. Isso salienta a
importancia crucial de células imunoldgicas na infecgédo pelo patdgeno e seu papel dubio
entre controlar ou auxiliar a colonizagdo pelo agente etiolégico. A Figura 4 ilustra a
resposta imunoldgica contra C. neoformans, mecanismos de escape da imunidade do

fungo e desfechos clinicos.

A evasao do C. neoformans do sistema imunoldgico e o estabelecimento de uma
infeccdo de sucesso se deve a caracteristicas intrinsecas deste fungo que conferem
viruléncia e o torna patogénico para humanos. As principais delas e mais estudadas sao a
presenga de uma capsula polissacaridica que o envolve, sua resisténcia a temperatura
corporal de mamiferos e a capacidade de produzir melanina (McClelland, Bernhardt, &
Casadevall, 20006).
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Figura 4. Resposta imunoldgica contra C. neoformans, mecanismos de evasado da imunidade do
fungo e desfechos clinicos.

Leveduras de C neoformans possuem moléculas conservadas (PAMPs) que podem ser reconhecidas por
receptores da superficie de células hospedeiras. Porém, a presenca de capsula em algumas cepas pode
mascarar esses PAMPs e impedir seu reconhecimento por seus respectivos receptores. O alvejamento da
capsula de C. neoformans por proteinas do sistema complemento e por anticorpos, seria uma forma de
driblar esse mecanismo de evasao do patdgeno, visto que células do hospedeiro possuem receptores para
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esses dois componentes, permitindo assim o reconhecimento e a fagocitose do fungo. Uma vez fagocitado,
pode ocorrer alguns desfechos dependendo de uma série de fatores, como a cepa de C. neoformans, o
estado imunoldgico do hospedeiro etc., portanto, pode ocorrer a destruigdo do fungo ou a sua contengéo no
interior de macréfagos e outros fagdcitos, levando a um controle da infecg¢do, o que gera um quadro clinico
sem presenca de sintomas aparentes nos pacientes. Porém, pode ocorrer a replicacdo do fungo néao
conseguir ser contida e este se prolifera dentro dos fagdcitos. Além disso, o granuloma nesses casos pode
nao ser bem formado, permitindo o extravasamento tanto de leveduras quanto de células com leveduras
internalizadas para vasos sanguineos e sua consequente disseminacdo para outras partes do organismo,
onde podem se estabelecer e causar sintomas tipicos da doenca. Outro desfecho apos a fagocitose de C.
neoformans, recentemente descoberto, € a ocorréncia da morte celular, que pode ser uma morte apoptotica
ou litica. Entretanto, ainda nao é sabido quais as consequéncias clinicas para os pacientes acometidos pela
criptococose resultante dessa morte. Figura produzida no BioRender.

Ja é sabido que a capsula de C. neoformans tem a fungao proteger o fungo da
dissecacdo e de altas temperaturas do ambiente externo (AKSENOV, BABYEVA, &
GOLUBEYV, 1973) e que esse fendtipo proporcionou grandes vantagens para evadir do
reconhecimento da fagocitose de organismos parasitados e de reduzir fatores
inflamatérios (KOZEL & GOTSCHLICH, 1982, SMALL & MITCHELL, 1989, KOZEL,
HIGHISON & STRATON, 1984; ZHONG & PIROFSKI, 1998, VECCHIARELLI et al., 2003,
IBRAHIM et al., 1995, MONARI et al., 2009), permitindo que o fungo seja um patégeno
intracelular facultativo. Portanto, cepas sem capsulas podem ser menos virulentas
(BULMER, SANS & GUNN, 1967; FROMTLING, SHADOMY E JACOBSON., 1982,
CHANG, & KWON-CHUNG, 1994; CHANG, PENOYER & KWON-CHUNG, 1996).

Analogo a capsula, cepas que nao conseguiam produzir melanina mostraram
viruléncia atenuada em hospedeiros, como exemplo, camundongos infectados com cepas
produtoras de melanina tiveram menor sobrevivéncia e maior colonizagdo em 6rgaos
afetados, como o cérebro (POLACHECK, HEARING & KWON-CHUNG 1982
KWON-CHUNG, POLACHECK E POPKIN, 1982; RHODES, POLACHECK, &
KWON-CHUNG,1982 E KWON-CHUNG E RODES, 1986 E SALAS et al., 1996).

A producado de melanina de C. neoformans ja foi caracterizada tanto in vitro como
em infeccbes in vivo em animais e humanos (NOSANCHUCK et al., 1999;
NOSANCHUCK et al., 2000 e ROSAS et al., 2000). A melanizagdo se mostrou um
importante fator de viruléncia, causando resisténcia a espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, temperatura e a fagocitose por macrofagos (POLACHECK, PLATT, E&
Aronovitch. 1990; JACOBSON & EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL, 1993; WANG,
AISEN & CASADEVALL, 1995 e ROSAS & CASADEVALL, 1997).

1.4. Melanina e lacase 1 de C. neoformans.
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Apesar da palavra melanina derivar do grego "melanos"”, que significa "preto", ha
diversos tipos de melanina com coloragdes distintas, podendo abranger do marrom ao
preto, assim como do amarelo ao vermelho (CAO et al., 2021; CORDERO E
CASADEVALL, 2020). Sua coloracao escura se deve a capacidade de absorver toda luz
visivel e refletir praticamente nenhuma. Essa pigmentagdo abrange diferentes tipos de
fungdes em organismos vivos, como camuflagem, comunicagédo visual, obtencdo de
energia e/ou protecdo durante o processo, coleta de calor, defesa contra radiagao
ionizante, mudancgas de temperatura e estresse osmaético (CORDERO E CASADEVALL,
2020).

A melanina se apresenta como um polimero amorfo de alto peso molecular
formada pela polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos e inddlicos e sua
polimerizagao para fendis intermediarios e suas quinonas (SOLANO, 2014; WHITE, 1958;
CASADEVALL., ROSAS, & NOSANCHUK, 2000). Apesar da sua estrutura secundaria
ainda nao ter sido elucidada, é sabido que sua estrutura forma folhas planares de modo
hierarquico para formar uma molécula coloidal (CASADEVALL et al., 2012). Ela pode ser
classificada segundo suas propriedades fisico-quimicas, como resistente a acidos fortes,
porém €& degradada em condi¢cdes alcalinas ou em contato com compostos oxidativos
como permanganato ou peréxido de hidrogénio, € insoluvel na maioria dos solventes,
além disso, possui uma populagao de radicais livres estaveis (CASADEVALL, ROSAS, &
NOSANCHUK, 2000).

Hoje séo conhecidos cinco tipos de melanina que séo classificadas dependendo do
tipo de precursor utilizado: eumelanina, feomelanina, neuromelanina, alomelanina e
piomelanina. A eumelanina, neuromelanina e feomelanina sdo comumente encontradas
em animais e sao produzidas a partir de produtos derivados da L-DOPA que foi
sintetizado a partir da tirosina, sendo DOPA-quinona, dopamina e cisteina, 5-CysDOPA
seus respectivos precursores para producao desses tipos de melanina. Ja a piomelanina
e alomelanina estdo mais presentes em plantas e micro-organismos e sao caracterizados
pela auséncia de nitrogénio. A piomelanina é produzida a partir de acido homogénico
(HGA), um produto da tirosina diferente da L-DOPA, desprovida de grupo amina. Ja as
alomelanina sdo polimerizadas de compostos organicos como o acetato, malonil CoA e
catecol, formando respectivamente 1,8-dihidroxinaftaleno(1,8 DHN),
1,4,6,7,9,12-hexahidroxiperileno3,10-quinona (HPQ) e dimeros bifendlicos. A Figura 5

sintetiza como os diferentes tipos de melaninas sédo produzidas.
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Figura 5. Vias biossintéticas simplificadas de cinco categorias diferentes de melanina: eumelanina,
neuromelanina, feomelanina e os dois analogos livres de nitrogénio, piomelanina e alomelanina.

Codificadas por cores roxa, amarela, rosa, azul e verde, respectivamente. Compilacdo de dados
convergentes paracaminhos de uma ampla variedade de fontes literarias com uma linha do tempo histérica
destacando as descobertas da melanina (CAO et al., 2021).

Alguns fungos produzem melanina a partir de DHN enddgeno, porém, outros
produzem melanina derivada de L-DOPA, como é o caso de C. neoformans. Sua sintese
€ iniciada por fenoloxidases. A produgao de eumelanina se inicia com o processamento
de L-tirosina em L-3,4- dihidroxiphenilalanina (L-DOPA) pela tirosinase ou lacases e
depois essa é convertida dopaquinona, que sofre diversas rea¢oes de reducao e oxidagao
até formar 5,6-dihidroxiindole e 5,6-dihidroxindol-2-acido carboxilico, monémeros que
polimerizaram para formar eumelanina (EISENMAN & CASADEVALL., 2012). Ja foi
constatado que C. neoformans também €& capaz de produzir melanina a partir de HGA,
que geralmente é um precursor para producdo de melanina em bactérias (FRASES et al.,
2007)

Em 1962 foi descrita pela primeira vez a produgao de pigmentagao escura em C.
neoformans isolado de fezes de aves (STAIB, 1962). Foi observado que apenas essa
espécie de fungo entre as estudadas se tornava marrom, o que a diferenciava das
demais. Essa observagao foi corroborada por outros autores anos depois (SHIELDS &
AJELLO, 1966; NOSANCHUK et al., 1999). Desde entéo, esse fendtipo foi explorado na
clinica para diagnostico de criptococose em pacientes (STAIB et al., 1987). O componente

responsavel pela aquisi¢ao da coloragdo marrom em C. neoformans era a semente negra,
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Guizotia abyssinica (SHIELDS & AJELLO, 1966), constituinte da dieta dessas aves, e
consequentemente, de suas fezes. Foi observado que C. neoformans também adquiria

pigmentacdo em meio composto por extrato de batata e cenoura (KAPICA E SHAW,
1969).

Alguns anos mais tarde foi identificado que o-difendis eram os componentes
quimicos presentes nestes meios responsaveis pela coloragdo do fungo (KORTH E
PULVERER, 1971 e SHAW E KAPICA, 1972) devido a presenga do grupo hidroxil na
posicao 3 e 4 do anel fenil (STRACHAN, YU E BLANK, 1971). Portanto, o-difendis podem
ser utilizados como substratos para produgao de pigmentacao intracelular em diferentes
cepas de C. neoformans. Ao passo que p-difendis podem produzir pigmentos soluveis no
meio e estdo intrinsicamente relacionados com a fonte de nitrogénio disponivel. Os
aminoacidos glicina, glutamina e asparagina sao as fontes de aminoacidos mais efetivas
que permitem crescimento e aquisicao de coloracdo pigmentada utilizando L-DOPA
dentro de 3 a 6 dias em todas as cepas testadas (CHASKES E TYNDALL, 1975;
NURUDEEN & AHEARN, 1979). O que pode induzir o processo de melanizagédo em C.
neoformans é o estresse nutricional e exposi¢ao a percussores de melanina (CORDERO,
CAMACHO E CASADEVALL, 2020), visto que a presenca de glicose é um fator que pode
inibir a produgdo de melanina pelo patégeno (NURUDEEN & AHEARN, 1979;
POLACHECK, HEARING & KWON-CHUNG, 1982).

Ao longo dos estudos com C. neoformans, foi percebido que eles possuiam
fenoloxidases que eram capazes de oxidar catecolaminas e produzir a pigmentagao
escura por meio deste processo (RHODES, POLACHECK & KWON-CHUNG, 1982;
POLACHECK, HEARING E KWON-CHUNG 1982; KWON-CHUNG, & RHODES, 1986;
POLACHECK & KWON-CHUNG, 1988). Estudos anteriores demonstraram que cepas que
produziam a pigmentagéo escura, assim como atividade de fenoloxidase, na presencga de
catecolaminas possuiam propriedades antioxidantes e eram mais resistentes a espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (POLACHECK, PLATT, E Aronovitch. 1990; JACOBSON
E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL, 1993).

Sabe-se atualmente que a produgdo de melanina pelo C. neoformans é devido a
uma fenoloxidase, denominada de lacase 1 (LAC1), que é responsavel por promover a
oxidacdo de catecolaminas, como L-DOPA, em melanina (POLACHECK, HEARING E
KWON-CHUNG 1982, SALAS et al., 1996, WILLIAMSON, 1994; WILLIAMSON,
WAKMATSU E ITO, 1998). Em cepas incapazes de produzir melanina, observou-se que

havia uma redugao drastica na atividade de fenoloxidase, assim como o estabelecimento
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de uma cepa mutante para a LAC1 (ALAC1), que é incapaz de produzir melanina,
tornando-se uma importante ferramenta para o estudo o papel desse fator de viruléncia
dentro da infecgdo (RHODES, POLACHECK & KWON-CHUNG, 1982, KWON-CHUNG E
RHODES, 1986 E SALAS et al.,, 1996 E LIU et al., 2008). A Figura 6 mostra como é

sintetizado melanina a partir de L-DOPA por intermédio da lacase.
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Figura 6. Modelo representando a formagao de melanina em C. neoformans

Vesiculas contendo lacase sao sintetizadas intracelularmente e transportadas para a parede celular. Aqui,
eles interagem com o substrato de melanizagdo, como a I-dopa, para produzir granulos de melanina. Os
polissacarideos da parede celular, como a quitina, servem como uma estrutura a qual os granulos de
melanina séo reticulados (EISENMAN & CASADEVALL., 2012).

O fato de C. neoformans ser capaz de produzir melanina a partir de catecolaminas
como L-DOPA poderia explicar o tropismo do fungo pelo sistema nervoso central e pelo
cérebro, visto que ha grande quantidade de neurotransmissores como dopamina,
epinefrina e noraepinefrina nesses locais. Isso permitiria um ambiente propicio para que o
agente etiolégico possa construir uma protecdo contra o sistema imunoldgico
(CORDERO, CAMACHO E CASADEVALL, 2020).

Cepas produtoras de melanina, conseguiam capturar catecolaminas do meio e
causavam uma mortalidade maior em camundongos infectados e tinham maior
crescimento em oOrgdos como o ceérebro em comparacdo a cepas albinas
(KWON-CHUNG, POLACHECK E POPKIN, 1982; KWON-CHUNG & RHODES, 1986).
Além disso, C. neoformans foi capaz de produzir melanina in vivo durante infeccdo de
animais, como camundongos (NOSANCHUCK et al., 1999), roedores (ROSAS et al.,
2000) e também em humanos (NOSANCHUCK, 2000), onde eram encontradas leveduras
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contendo melanina isoladas dos cérebros desses individuos. Ademais, estes estudos
demonstraram como a melanina é imunogénica em um processo infeccioso, em que
cepas melanizadas conseguiam induzir a produgao de anticorpos contra melanina,
sugerindo que esta seria um importante fator de viruléncia de C. neoformans e que o

hospedeiro conseguia produzir uma resposta imune contra ele.

Apesar da suspeita, apenas em 1995 que foi confirmado que a coloracao se tratava
realmente de pigmentos de melanina, apds se verificar a presenga de uma populagéo
estavel de radicais livres por ressonancia de spin eletrénico (ESR) em leveduras escuras
apos 8 dias de cultivo em meio contendo L-DOPA. Esse sinal era aumentado pela luz, pH
alcalino e ZN2+, propriedades fisico-quimicas inerentes a melanina. Em contrapartida,
nao era observado a presenca deste sinal em leveduras crescidas em meio sem L-DOPA.
O sinal dos radicais livres em leveduras que produziram melanina também era aumentado
na presenga de NaNO, em acido succinico, onde se produzia Oxido nitrico e
intermediarios reativos de nitrogénio, além disso, houve um pequeno aumento de sinal na
presenca de sulfato de aménia férrico, H202 e epinefrina, onde sdo geradas espécies
reativas de oxigénio, mostrando que a melanina era aumentada sob estresse oxidativo
(WANG & CASADEALL, 1994; WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995).

A presengca de melanina confere maior resisténcia a fagocitose por macréfagos
(WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995; MEDNICK, NOSANCHUK & CASADEVALL,
2005), peptideos antimicrobianos (DOERING et al., 1999) e as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (POLACHECK, PLATT E ARONOVITCH. 1990; JACOBSON &
EMERY, 1991; JACOBSON & TINNELL, 1993; EMERY et al, 1995 e ROSAS &
CASADEVALL, 1997). Cepas contendo melanina também possuem uma sobrevivéncia
maior dentro de macréfagos (JACOBSON E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL,
1993; WANG, AISEN & CASADEVALL 1994; WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995, LIU,
TEWARI & WILLIAMSON, 1999) e foram capazes de diminuir a resposta imune
desencadeada por linfécitos T (HUFFNAGLE et al.,1995). Além disso, essas cepas
melanizadas também apresentaram maior resisténcia a antifungicos (WANG &
CASADEVALL, 1994, IKEDA et al., 2003).

Apesar de nao ter sido observado a polimerizacdo de melanina de fato durante o
curso da infecgdo, ha fortes indicios de que ela ocorra, pois ja foram vistas leveduras
melanizadas tanto in vitro como em infecgdes in vivo em animais e humanos
(NOSANCHUCK et al., 1999; NOSANCHUCK et al., 2000 e ROSAS et al., 2000). As

leveduras melanizadas foram isoladas tanto em cérebros de humanos (LEE, DICKSON &
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CASADEVALL., 1996), quanto em modelos animais (NOSANCHUK et al., 1998;
NOSANCHUK et al., 1999; LIU, WAKAMATUS & WILLIAMSON, 1999). Ainda, a infecg¢ao
com a levedura causou a producado de anticorpos (ROSAS et al., 2000), assim como
peptideos que alvejavam melanina (NOSANCHUK et al., 1999) e também promoviam a
ativagdo do sistema complemento (ROSAS et al., 2002). Também ja foram encontradas
leveduras com melanina na excreta de pombos (NOSANCHUK, ROSAS & CASADEVALL,

1999), que é o principal meio de transmissao para criptococose.

A melanizagdo se mostrou um importante fator de prote¢cdo ambiental, mas que
também contribuiu ao longo da evolugdo como um fator de viruléncia para auxiliar na
colonizacédo do hospedeiro mamifero. Cepas que produziam melanina se mostraram mais
resistentes a mudangas de temperatura (ROSAS & CASADEVALL, 1997) e a radiagao
ultravioleta (ZHDANOVA, GAVRIUSHINA, & VASILEVSKAIA, 1973; WANG &
CASADEVALL, 1994). Todas essas propriedades conferidas pela melanina séao
importantes para lidar com os estresses ambientais e permitir a sobrevivéncia do C.
neoformans em seu habitat, mas também se adaptarem com grande éxito como fatores

de viruléncia, permitindo a colonizagcdo do hospedeiro mamifero.

1.5. Ativacao de inflamassomas por fungos patogénicos e C. neoformans
E sabido que a infeccdo com fungos patogénicos como Aspergillus fumigatus,

Candida albicans e Microsporum canis é capaz de promover a ativagao do inflamassoma
NLRP3 nas células hospedeiras (SAID-DADIER et al., 2010; GANESAN et al., 2014; HISE
et al.,, 2009; MAO et al., 2014; GROSS et al., 2009). A infecgao com C. albicans também
foi capaz de promover ativagdo de inflamassoma nao candnico e ativagdo de CASPS8
(GRINGHUIS et al., 2012).

Aparentemente a capsula de C. neoformans possui propriedades que inibem a
ativacao de inflamassomas, pois cepas sem capsula causaram maior producao de IL-1 B
tanto de fagocitos humanos (VECCHIARELLI et al., 1995; GUO et al., 2014), como
murinos (LUPO et al., 2008), assim como em modelos in vivo (WANG et al., 2011). Cepas
sem capsula também promoveram ativagdo de inflamassomas, como NLRP3, além de
clivagem de caspase 1 e de caspase 8 na auséncia de caspase 1, provocando a morte
dessas células. Esse fenotipo era dependente de efluxo de K+ e foi atenuado pela
capsula. Porém, outros inflamassomas como AIM2 e NLRC4 nao foram afetados. O
zimosan presente na parede de C. neoformans provavelmente conseguiria ser

reconhecido pelo inflamassoma NLRP3, causando sua ativacdo, enquanto
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Glucuronoxilomanana (GXM) e outros componentes da capsula e alguns metabdlitos
secretados pelo fungo, como o Acido DL-indol-3-lactico (ILA), causava sua inibicdo (GUO
et al., 2014, CHEN T AL., 2015; BURGEL et al., 2020). O ILA também provocava uma
diminuicdo da fagocitose e infiltracdo de leucécitos para pulmdes e aumento da carga
fangica e endocitose nao litica (BURGEL et al., 2020). Cepas com céapsula sé foram
capazes de induzir producdo de IL-1B pelas células infectadas quando essas foram
opsonizadas por soro ou anticorpo (GUO et al., 2014; CHENG et al., 2015), ou seja,

precisavam ser internalizadas.

Assim como cepas contendo capsulas, as leveduras capazes de produzir melanina
provocavam menor produgao de IL-1p em cérebros de camundongos em modelos de
infeccdo intracranial, o que estava relacionado com maior letalidade, maior carga fungica
e aumentava a sobrevivéncia de animais que depois eram infectados com cepas capazes
de melanizar (RHODES, POLACHECK &KWON-CHUNG, 1982; BARLUZZI et al, 2000).

Além disso, a galactoxilomana (GalXM), carboidrato que compde cerca de 20% da
capsula de C. neoformans, provocou a apoptose de linfocitos T via caspase 8. GalXM é
capaz de ser reconhecido por CD45 em células do hospedeiro o que induz a expressao
de Fas e FasL. Quando essas moléculas sdo ativadas pelos seus respectivos receptores
em outras células, induzem a clivagem da pré-Caspase 8 em caspase 8, o que inicia a
cascata de apoptose na célula alvo (PERICOLINI et al., 2006; PERICOLINI et al., 2009;
PERICOLINI et al 2010; VECCHIARELLI et al., 2011).

Apesar do conhecimento atual sobre o envolvimento de C. neoformans, e mais
especificamente, da sua capsula em processos inflamatérios e de morte celular, ainda nao
se sabe o papel da melanina ou da enzima responsavel pela sua produgao, a LAC1,
nesses mecanismos. O mecanismo de formagao, ativacdo de inflamassomas e morte
celular, assim como componentes do patdogeno que influenciam nesses processos sao

exemplificados na Figura 7.
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Figura 7. Mecanismos de fagocitose, reconhecimento intracelular, evasao e indugido de morte celular
por C. neoformans.

As células de levedura C. neoformans sé sdo reconhecidas e fagocitadas se forem acapsulares ou
opsonizadas previamente por proteinas do complemento ou anticorpos. O biofiime de C. neoformans
também pode ser reconhecido por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) (1). O reconhecimento
do fungo acapsular ou das opsoninas leva a fagocitose das leveduras (2) proporcionar o translocamento de
NF-kB para o nucleo e a transcricao e tradugao de mediadores inflamatérios como TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-1B
(3). Componentes da capsula como GXM pode inibir o translocamento de p65 para o nucleo. Apds a
fagocitose, as células da levedura ficam presas no fagossomo, que entao se funde com o lisossomo (4) para
criar o fagolisossomo (5), o que pode levar a morte do agente invasor. C. neoformans, entretanto, pode inibir
a acao de enzimas e baixar o pH e permeabilizar a membrana do fagolisossomo, levando ao vazamento de
material fungico para o citoplasma como também permitindo sua sobrevivéncia (6). No citoplasma, o NLRP3
pode reconhecer componentes de C. neoformans, como carboidratos da parede celular ou DAMPs
causados por permeabilizagdo do fagolisossomo, como catepsina B, espécies reativas de oxigénio (ROS)
ou efluxo de ions potassio (K+) das células hospedeiras (7). Outros sensores como AIM2 e NLRC4 parecem
ndo participar do reconhecimento de C. neoformans dentro da célula hospedeira. Para reconhecer essas
moléculas, as proteinas sensoras associam-se a proteina adaptadora ASC e a caspase 1 (CASP1), para
formar um complexo proteico (8), que se oligomeriza com outros complexos para se tornar uma plataforma
multiproteica chamada inflamassoma (9). O inflamassoma ativo cliva e ativa o CASP1 ou CASP8 (10), que
promove morte celular, assim como pode clivar e ativar a pro-IL-1B que foi produzida anteriormente (11),
que agora pode ser secretada no meio extracelular e se ligar a receptores nas células-alvo (12), o que
provoca alguns efeitos sistémicos, como aumento de carga fugica e docitose nao-litica, e diminuicdo de
recrutamento leucocitario além de diminuir a sobrevida em modelos animais. Na auséncia de CASP1, a
caspase 8 (CASP8) associa-se ao inflamassoma e controla os mesmos resultados controlados pelo CASP1.
Elementos da capsula como GXM provocam o aumento da expressdo de Faz e FasL, o que aumenta a
apoptose de células infectadas com C.neoformans. Esquema baseado em VECCHIARELLI et al,1995;
PERICOLINI et al., 2006; PERICOLINI et al 2010; VECCHIARELLI et al, 2011 LUPO et al, 2008;
PERICOLINI et al., 2009; LEI et al, 2013 GUO et al, 2014; CHEN et al, 2015, COELHO et al, 2015 HAYES et
al., 2016, BURGUEL et al, 2020). Figura produzida no BioRender
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2. Justificativa

A criptococose é uma doenga em escala mundial, com efeitos incapacitantes e alta
letalidade em pessoas imunocomprometidas, e que essa parcela de pessoas vulneraveis
tende a se tornar cada vez maior devido a maior incidéncia de transplantes de érgéos e
terapia contra tumores ao longos dos anos. Por se tratar de uma doenca infecciosa, o
sistema imunologico do hospedeiro desempenha um papel crucial no desenvolvimento da
infeccado, podendo controla-la ou auxiliar a propaga-la. Assim, a pesquisa basica acerca
do entendimento da interagdo patégeno-hospedeiro pode ser chave para decifrar como se
desenvolve a enfermidade e seus diferentes desfechos no individuo. Visto que os fatores
de viruléncia do C. neoformans ja foram identificados e comprovaram ser imprescindiveis
para o estabelecimento da infecgdo, assim como vias e proteinas do hospedeiro se
mostraram preponderantes para promover protecdo, alvejar esses fatores tanto no
patdgeno quanto no hospedeiro poderia ser uma ferramenta valiosa para elucidar varias
lacunas de entendimento da patogénese da criptococose. E de suma importancia
entender como fatores de viruléncia de patégenos influenciam em vias de inflamacgao e
respostas imunoldgicas. Visto que a capsula, um importante e conhecido fator de
viruléncia de C. neoformans, mostrou interferir em processos inflamatérios e de morte
celular no hospedeiro, outros componentes do fungo, como a melanina, poderiam modular
esses processos, 0 que poderia auxiliar no entendimento da patogénese e/ou

estabelecimento da doenca.
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3. Objetivo
3.1 Objetivo geral

Investigar o papel da melanina e da LAC1 de Cryptococcus neoformans na

inflamacao e morte celular de macrofagos humanos.

3.2 Objetivos especificos
e Investigar se a melanina e LAC1 de C. neoformans interferem na taxa de

fagocitose de leveduras por macréfagos;

e Avaliar morte litica e apoptose induzido pelo C. neoformans e se melanina e

LAC1 modulam essas mortes;

e Analisar inducao de proteinas NLRP3 e AIM2 e clivagem CASP1, CASPS,
GSDMD e IL-1B pela infeccdo e como melanina e LAC1 modulam esses

processos

e Observar como inibicdo de NLRP3, AIM2, CASP1, CASPS8 interfere na
fagocitose de leveduras, morte e ativagdo de proteinas componentes do

inflamassoma de macréfagos.
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4. Metodologia
4.1. Cultivo de THP-1 e diferenciagcado em macréfagos
Células da linhagem monocitica humana THP-1 foram adquiridas no Banco de

Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (cddigo: 0234) e foram cultivadas em meio RPMI-1640

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado a 37°C e 5% CO,

A diferenciacao das células THP-1 em macréfagos foi realizada via estimulo com
PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) a 100 nM por 72h, seguido de repouso por mais
24-48h em meio sem o estimulante para que as células voltassem ao sem estado basal
inflamatério, em densidade de 2-5 x 10° células/mL. A constatacdo da diferenciacdo
dessas células foi feita mediante analise morfolégica através de microscopia de luz,

verificacdo da adesao dessas células ao fundo dos pocgos.

4.2. Cultivo de leveduras de Cryptococcus neoformans
Leveduras de C. neoformans da cepa H99 selvagem (WT) e deficientes em LAC1

(ALAC1), foram adquiridas pelo Fungus Genetic Stock Center (FGST

https://www.fagsc.net/index.htm ), onde o mutante foi desenvolvido em trabalho anterior

(LIU et al., 2008). Leveduras foram reativadas da criopreservagao pelo estricamento por
desgaste de alca em placa de Petri contendo meio Saboraud-agar 1,5%. Para cultivo e
crescimento das leveduras, uma unica colbnia crescida no meio sélido foi inoculada em
25-50 mL de meio Saboraud liquido e cultivadas a 37°C, sob agitacdo de 150 rpm por
cerca de 24h antes de serem usadas para a produgao de melanina (NICOLA et al., 2011 e
NICOLA E CASADEVALL, 2012).

4.3. Indugao de produgao de melanina em C. neoformans
Para induzir produgdo de melanina em leveduras de C. neoformans selvagens

(WT) e ALAC1, 1 x 108 leveduras/mL foram cultivadas em meio minimo contendo glicina,
tiamina e L-DOPA com limitada concentracao de glicose (29,4 mM de KH,PO,, 10 mM de
MgSO,, 13 mM de glicina, 15 mM de glicose, 3 uM de tiamina, 1 mM de L-DOPA) por 24h,
a 37°C a 150 rpm, conforme adaptacbes em protocolos ja estabelecidos (CHASKES E
TYDALL, 1975; FRAZAO et al., 2020).

4.4. Infecgao de macrofagos por leveduras de C. neoformans
Apos a diferenciagdo de macrofagos derivados de THP-1 e da indugdo de

producdo de melanina em C. neoformans, as leveduras foram interagidas com os

macrofagos (10:1 leveduras:macrofagos) na presenga de pool de soro humano (PSH) a
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fim de permitir sua fagocitose (BOLANOS & MITCHELL, 1989a; BOLANOS & MITCHELL,
1989b; LEVITZ & TABUNI, 1991, KELLY et al., 2005) por até 2, 5 e 24 h.p.i (NICOLA et
al., 2011 e NICOLA E CASADEVALL, 2012). O PSH foi obtido do sangue de 4-5
doadores, misturado e armazenado a -80°C até o seu uso. A coleta de sangue foi
realizada sob autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, através do Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica
CAAE 53168621.0.0000.5558

4.5. Taxa de fagocitose de macréfagos por C. neoformans
A fim de verificar a internalizagdo de leveduras por macréfagos e o papel da

melanina neste processo, foi mensurado o numero de macréfagos contendo leveduras
internalizadas através de coloracdo com panoético dos macréfagos e contagem de ao
menos 100 células por condicdo sob microscopia optica. Foram definidos numero de
macrofagos que realizaram fagocitose (com 1 ou mais levedura internalizadas) e sem
fagocitose (sem leveduras internalizadas). Além disso, dentro das células com fagocitose,

também foi quantificado o numero de leveduras por cada célula.

A fagocitose também foi mensurada pela coloracéo antes da infeccdo de macréfagos e
leveduras com CellTracker Deep Red e CMFDA, respectivamente. Depois os macrofagos
foram recuperados e analisados (Deep Red+) por citometria de fluxo para avaliar a
porcentagem de células contendo leveduras (CMFDA+).0s dados foram compensados e

analisados através do software FlowJo.

4.6. Morte celular ocasionada por C. neoformans
Apods a infecgdo de macrofagos pelas leveduras, as células foram marcadas com

anexina-V conjugada a ficoetritina (PE) (proteina com alta afinidade por fosfatidilserina,
para constatar apoptose pelo rompimento da membrana plasmatica) (KOOPMAN et
al., 1994 E VERMES et al., 1995; NAITO et al., 1997; Martin et al., 1996) e 7-AAD
(7-Aminoactinomycin D) (NICOTELLI et al., 1991), afim de constatar se ha morte dessas

células apos infecgao e discernir que tipo de morte ocorreria.

4.7. Inibicao de proteinas dos inflamassomas e de vias de morte
Foram utilizando os inibidores Ac-YVAD-cmk (20 uM), Z-IETD-fmk (40 uM),

MCC950 (1 uM) e ODN TTAGGG (1 uM) para a inibicdo das proteinas caspase 1,

caspase 8 , NLRP3 e AIM2, respectivamente, 1 hora antes da interagdo com as leveduras
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de C. neoformans e que foram mantidas durante o curso da infecgdo. Foi utilizado como
controle positivo de morte litica macrofagos estimulados com LPS (Lipopolissacarideo)
(200 ng/mL) por 2-4 horas e depois adicionado Nigericina (10 uM) por mais 1-2 horas e
como controle de apotptose macrofagos estimulados com camptotecina a 10 uM.

4.8. Avaliagao de ativagcao de inflamassomas
Para avaliar a interferéncia da melanina no reconhecimento de C. neoformans por

inflamassomas, macréfagos infectados com leveduras, melanizadas ou n&o, foram
analisados quanto a abundéncia de proteinas sensoras (NLRP3 e AIM2) e adaptadoras
(ASC) de inflamassomas, assim como a expressao e clivagem de proteinas efetoras de
morte apoptética e/ou piroptética como CASP1, CASP8, GSDMD e IL-1B. Essa analise
foi realizada através de eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-Page),
transferéncia para membrana de PVDF e Western blotting usando anticorpos comerciais
adquiridos para cada uma dessas proteinas, com revelagao por quimioluminescéncia,
seguindo protocolo ja estabelecido e otimizado em nosso laboratério (JAKOBS et al.,
2013). Resumidamente, cerca de 20-30 pyL de extrato proteico de cada condi¢ao foi
adicionado por po¢co em gel de poliacrilamida 15% e submetido a eletroforese de 100 V
por cerca de 2 horas. Apos esse periodo, proteinas do gel foram transferidas para
membrana de PVDF com poros de 0,2 ym em transferéncia e tanque usando tampéao
Towbin +0,05% de SDS e 20% de metanol, a 100 V por 30 minutos a 4°C. Apds a
transferéncia, os géis eram corados com azul de Coomasie e membranas com Ponceau S
5% para atestar transferéncia bem-sucedida das proteinas. Depois, as membranas foram
bloqueadas com solugao de tampao TBS + 5% de leite desnatado em p6 por pelo menos
30 min a temperatura ambiente. Depois, as membranas foram incubadas com seus
respectivos anticorpos na diluicdo de 1:1000 a 4°C por cerca de 16 horas sob agitagao.
As membranas entdo foram lavadas 3 vezes com TBS e incubadas com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase (HRP) alvejando porcédo Fc dos respectivos
hospedeiros usados em anticorpos primarios, por 1-2h a temperatura ambiente na diluigao
de 1:2000-5000. Apds nova lavagem das membranas, foi utilizado substrato de perdxido
de hidrogénio adicionando luminol, seguindo recomendacdes dos fabricantes para

revelacao de quimioluminescéncia de proteinas.

4.9. Analise de dados e estatistica
Analises descritivas dos dados assim como analises estatisticas inferenciais foram

realizadas por meio do programa GraphPad Prism.8, utilizando teste do qui-quadrado ou
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exato de Fisher para comparar numero de eventos, teste T ou ANOVA de um fator para

comparacgao de variaveis quantitativas dentro das diferentes condigdes.
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Figura 8.Fluxograma das etapas e metodologias aplicadas para diferentes estagios do trabalho
realizado.

Mondécitos humanos da linhagem THP-1 foram cultivados e diferenciados em macréfagos através do
estimulo com 13-Acetato 12-miristato forbol (PMA da sigla em inglés para Phorbol 12-myristate 13-acetate)
por 48-72h, seguido cultivo por mais 24-48h sem a presenca de PMA. Concomitantemente, leveduras de
C-neoformans da cepa H99 tanto da cepa selvagem (WT) como deficiente em LAC1 (ALAC1) foram
cultivadas e depois incubadas em meio minimo contendo L-DOPA por 24h, a 37°C, 150 rpm, a fim de
estimular a produgdo de melanina. Uma vez obtido os macrofagos e as leveduras produzindo melanina,
ambas foram interagidas com um MOI 10, por 2, 5 ou 24h na presenga ou na auséncia de inibidores para
proteinas relacionadas com inflamagdo morte, como AIM2, NLRP3, CASP1 e CASP8. Depois da interagéao
foram realizadas naalises em 3 blocos entre as diferentes condi¢des: fagocitose e sobrevivéncias das
leveduras, morte celular e formagdo de inflamassomas. Para mensurar a fagocitose, foi analisado
macréfagos que fagocitam leveduras pela coloragao de leveduras com corantes fluorescente e aquisigéo de
macrofagos por citometria de fluxo. Com o intuito de analisar a ativacao de vias ligadas a produgéo de
mediadores inflamatérios como NF-kB e IRF, macréfaos derivados de THP-1 dual contendo genes
resporteres parras duas vias foram infectadas com C. neoformans e seu sobrenadante foi avaliado por
absorbacia e luminescéncia para constatar a ativagdo dessas vias pela producado de fosfatase alcalina e
luciferase. A fim de analisar morte celular e o tipo de morte causada pela infecgcdo com C. neoformans,
macrofagos foram corados com anexina V-PE e 7-AAD e analisado por citometria de fluxo, além disso, Para
avaliar a formacgao de inflamassomas e proteinas destes envolvidas na infecdo e a interferéncia da melanina
e da LAC1 neste processo, ap0ds a interagdo macrofagos foram lisados e o extrato proteico foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-page), com subsequente transferéncia das
proteinas para membrana de PVDF, bloqueio e marcagdo com anticorpos comerciais para proteinas como
AIM2, NLRP3, CASP1, CASP8, CASP3, ASC, GSDMD e IL1B. Figura criada no BioRender.
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5. Resultados
5.1. Padronizagao de experimentos

5.1.1 Obtencao de macréfagos a partir de monécitos de THP-1
Primeiramente, foi verificado se houve diferenciagcdo dos mondécitos da linhagem

THP-1 em macrofagos através de indugdo com forbol miristato acetato (PMA — da sigla
em inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate). Foram testados diferentes protocolos, como
os que utilizaram 50 ng/mL por 48h, porém, ndo foi notado diferenca na morfologia,
tampouco na aderéncia das células apos esse periodo, mesmo utilizando diferentes
densidades de células (10 x 10°, 5 x 10°, 2,5 x 10% 1,25 x 10° e 0,75 x 10° cels/mL) (dados

n&o mostrados).

Portanto, foi testado a concentragcdo de 100 nM de PMA, amplamente utilizado na
literatura, e mais duas concentragdes, duas vezes mais concentrado e diluido (200 e 50
nM, respectivamente), por 2-3 dias utilizando uma densidade celular de 2x10° células/mL
(densidade que mostrou confluéncia apropriada até o ultimo dia de diferenciagcéo). Apds 3
dias, o meio antigo era substituido por um novo sem PMA, a fim de permitir o repouso das
células, as quais ficam com um fenétipo altamente inflamatério apds estimulo com PMA,
por mais 24-48h (PARK et al., 2007; LUND et al., 2016).

No segundo e terceiro dia, ja era possivel visualizar mudangas drasticas na
morfologia das células. A grande maioria se apresentava alongada e espalhada em todas
as concentracdes testadas, além de parecerem aderidas ao fundo dos pogos, conforme
pode ser visto na Figura 9, apds incubagao com PMA por 72h. Ja as células n&o tratadas
com PMA mantiveram sua morfologia arredondada e em suspensédo, além do fato de

parecer ter se multiplicado muito mais quando comparada com as células tratadas.
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Sem PMA

PMA 50 nM

PMA 100 nM

PMA 200 nM

Figura 9. Macréfagos obtidos a partir da diferenciagdao de células THP-1 estimulado com PMA por
72h.

Células THP-1 com densidade de 200 mil células/ mL foram plagqueadas e incubadas sem ou com PMA nas
concentragdes de 50, 100 e 200 nM por 72h a 37° C, 5% CO,. As morfologias das células foram
averiguadas através de microscopia optica. Fotos do fundo dos pogos mostrando densidade e morfologia
das células apds 72h de estimulo com PMA de trés réplicas por condigdo. Cada foto é referente a uma
réplica do mesmo experimento feito no mesmo dia. Aumento de 400x.

Ao contar as células no sobrenadante que estavam suspensas, ou seja, aquelas
nao aderidas, notou-se que quase nao ha diferenca entre o numero de células que foram
estimuladas com 100 e 200 nM (18,3 mil e 8,3 mil células/mL, respectivamente), enquanto
houve um aumento de células suspensas em 50 nM (48,3 mil células/mL). Porém, o
numero médio de células nao aderidas era de 830 mil/mL nas condicbes em que nao
houve estimulo com PMA, e consequentemente, ndo se diferenciaram. O numero de
células em suspensao foi 17 vezes a mais comparado com 50 nM de PMA, conforme

ilustrado na Figura 10. Portanto, concluiu-se que as células THP-1 sob estimulo por 72h
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com 100 e 200 nM de PMA diferenciaram-se em macrofagos, levando em consideragao
sua morfologia e aderéncia. Optou-se por utilizar 100 nM de PMA para a diferenciagéo de
THP-1 em macrofagos para os proximos experimentos, por ser amplamente empregado

na literatura e ser o suficiente para promover sua diferenciacao.

Células em suspensao apos estimulo com PMA
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Figura 10. Namero de células suspensas no sobrenadante apds estimulo com PMA.

Células THP-1 foram incubadas sem ou com 50, 100 e 200 nM de PMA por 72h com densidade de 200 mil
células/mL. Apos esse periodo, foi coletado o sobrenadante das diferentes condi¢cbes e foram contabilizadas
células vivas em camara de Neubauer utilizando técnica de exclusdo por Azul de Tripan 0,4%.Graficos de
barra representando a média e o erro padrao de 3 réplicas referentes a um experimento. Valores de P foram
calculados utilizando teste T de Student comparando duas condi¢des por vez. * < 0,05, **< 0,01; *** <0,001

5.1.2 Melanizagao de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1

A segunda etapa do trabalho foi testar e padronizar o processo de producédo de
melanina pelo Cryptococcus neoformans da cepa H99 e do seu respectivo mutante
deletado para LAC1 (ALAC1) em meio contendo glicina (como fonte de nitrogénio) e
L-dopamina (L-DOPA), (como precursor da melanina). Esse meio € muito utilizado para
induzir melanizacdo em C. neoformans e a glicina se mostrou eficiente para promover a
melanizagdo em menos tempo (CHASKES & TYNDALL, 1975).

A Figura 11 mostra um esquema com as coloragdes obtidas das culturas de

leveduras em meio minimo contendo glicina e L-DOPA ao longo de 5 dias de trés
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experimentos realizados em dias diferentes. Todas as condi¢cdes apresentaram coloragao
esbranquicadas no dia 0, coloracéo tipica das leveduras de C. neoformans. E possivel
notar que a cepa H99 selvagem produz melanina ao longo do tempo e adquire coloragao
cada vez mais escura, atingindo uma cor préxima do preto nos dias 4-5. Percebeu-se
também que, apesar de a cepa ALAC1 nao possuir a enzima LAC1, essa ainda é capaz
de produzir melanina, porém, aparentemente numa velocidade menor que a cepa
selvagem. Todavia, pode atingir uma coloragdo parecida com o do selvagem apoés o

quarto dia de indugcao de melanizagao.

WT ALAC1 WT ALAC1 WT ALAC1
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Figura 11. Esquema de coloragdo adquirida por C. neoformans selvagem (WT) e ALAC1 durante
melanizagao.

Leveduras foram incubadas em meio minimo contendo, glicina 13 mM, L-DOPA 1 mM, a 37°C, 150 rpm, por
5 dias. Coloragdo adquirida por células foram observadas e fotografadas a cada dia por 5 dias em 3
experimentos distintos.

Mesmo apoés precipitar as leveduras no fundo dos tubos, notou-se que nao era
apenas um escurecimento do meio, que poderia se dar devido a auto-polimerizagao da
L-DOPA, mas sim que as proprias leveduras adquiriram coloragcédo escura, como mostra a
Figura 12. Portanto, mesmo na auséncia de LAC1, C. neoformans ainda é capaz de
produzir melanina, sugerindo que outras enzimas do fungo possam ser responsaveis pela

conversao de L-DOPA em melanina.
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Figura 12. Melanizagdo de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 e meio contendo glicina e L-DOPA
apos 5 dias.

Fotos de tubos ap6s centrifugacdo com leveduras precipitadas de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1
cultivadas com (A) ou sem L-DOPA (B), mostrando coloragdo adquiridas apés 5 dias em processo de
melanizagao.

Visto que foram necessarios varios dias até que as leveduras selvagens
produzissem melanina, a fim de acelerar esse processo, tentamos otimizar o protocolo.
Foi possivel perceber também ao longo dos testes que quanto maior a densidade de
leveduras, mais rapido se dava a melanizacdo de C. neoformans., como pode ser

observado na Figura 13.
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A C. neoformans H99 selvagem
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B C. neoformans H99 ALAC1

Figura 13. Melanizagdo acelerada em C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 a medida que se
aumenta a densidade de leveduras.

Fotos mostrando coloragéo de leveduras precipitadas de C. neoformans selvagem (A) e ALAC1 (B) apods
incubagao por 48h com L-DOPA em densidades de 1x10* a 1x108levaduras/mL.

Viu-se que utilizando o inéculo de 1x10® leveduras/mL para melanizagdo com
L-DOPA por 24h, era possivel obter a cepa selvagem com coloragdo quase preta, sem
tanta alteracdo na coloracdo da cepa ALAC1, permanecendo basicamente
esbranquicada. Portanto, por ser um protocolo menos dispendioso e mais pratico onde
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nao havia melanizacdo da cepa ALAC1, optou-se por esse protocolo nos experimentos
seguintes. A Figura 14 mostra a coloragdo das leveduras de C. neoformans H99
selvagem e ALAC1 obtidas apds incubagdao com ou sem L-DOPA por 24h em trés dias

diferentes.

Figura 14. Melanizacdo de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 com densidade de 1x10®
leveduras/mL em meio contendo glicina e L-DOPA apés 24h.

Fotos de tubo com leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 cultivadas em meio minimo
contendo glicina 13 mM, na presenga ou ndo de L-DOPA a 37°C, 150 rpm por 24h. Foto de leveduras em
suspensao (A, B e C) e precipitadas (D, E e F), mostrando coloragdo adquiridas apos 24h em processo de
melanizagdo com indculo de 1x108 leveduras/mL em experimentos feitos em dias diferentes.

5.1.3. Opsonizagao e fagocitose de C. neoformans por macréfagos-THP-1

O proximo passo foi avaliar as condicbes de interagcdo dos macréfagos
diferenciados dos monécitos THP-1 e das leveduras com melanina, permitindo a
internalizagcdo dos fungos. Devido a presenga de uma capsula polissacaridica em volta
das leveduras de C. neoformans H99, a fagocitose desses fungos é drasticamente

reduzida, quase inexistindo. Portanto, € necessario a opsonizagao das leveduras antes ou
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durante a interagdo com as células hospedeiras para que haja sua internalizagdo. A
grande maioria dos estudos de infeccdo com C. neoformans sao feitos em modelos
murinos, nos quais utilizam-se anticorpos oriundos de camundongos contra epitopos
presentes na capsula do fungo. Assim, este sera opsonizado e permitira seu
reconhecimento e fagocitose por células do hospedeiro. Entretanto, por se tratar de um

anticorpo murino, ndo seria um modelo viavel para ser usado em células humanas.

Alguns estudos utilizam soro do hospedeiro para permitir a fagocitose de C.
neoformans, onde as proteinas do sistema complemento opsonizam as leveduras e
permitem sua internalizacdo pelas células hospedeiras (LEVITZ & TABUNI, 1991;
ZARAGOVA, TABORDA & CASADEVALL, 2003; VAN ASBECK et al., 2008). Tendo isso
em mente, foi analisada a proporcédo de internalizacdo de leveduras de C. neoformans
H99 por macrofagos de THP-1 na presencga de diferentes concentragdes de soro humano

misturado de diferentes doadores (PSH - pool de soro humano).

Apods aprovacgao pelo CEP, foi entdo comparado se haveria diferenga na proporg¢ao
de macrofagos com leveduras internalizadas quando usado soro fresco (recém coletado
de doadores) ou congelado (coletado anteriormente e armazenado a -80°C até o uso) no
momento da infeccdo. Também foi comparado essas condigdes utilizando diferentes
concentragbes do anticorpo monoclonal murino 18B7 (mAb) como controle, que
reconhece Glucuronoxilomanana (GXM) de C. neoformans e é amplamente utilizado na

literatura para sua opsonizacgao e internalizagdo das leveduras.

Apos 2 horas de infecgdo (h.p.i), os macrofagos foram lavados para retirar
leveduras extracelulares e corados com panético para visualizar tanto os macréfagos
como as leveduras em seu interior. Em seguida, os macrofagos foram visualizados sob
microscopia Optica e foram contadas pelo menos 100 células por condigdo, analisando
quantas continham ou nao leveduras internalizadas. Também foi contabilizado o numero
de leveduras dentro de cada célula que havia realizado fagocitose. E possivel visualizar
que apos 2 horas de interagao ha macréfagos com leveduras fagocitadas, conforme pode

ser visto na Figura 15.
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Figura 15. Fagocitose de leveduras de C. neoformans selvagem por macréfagos com diferentes
concentragoes de distintos agentes opsonizantes

Macréfagos diferenciados de THP-1 foram interagidos com leveduras de C. neoformans H99 selvagem, na
proporgao de 10 leveduras para 1 macrofago (MOI 10) por 2h A 37°C, 5% CO,, na presenga de diferentes
agentes opsonizantes em diferente concentragbes. Leveduras extracelulares foram lavadas e os
macrofagos foram corados com pandtico. Foto obtida sob microscopia 6ptica. Setas mostram macréfagos
com leveduras fagocitadas. Algarismos em vermelho representam o numero de macrofagos com leveduras
internalizadas, enquanto numeros em pretos sdo a contagem de macréfagos sem leveduras. NUumeros em
azul representam a quantidade de leveduras dentro de cada macréfago (A). Numero de macréfagos que
realizaram ou nao fagocitose das leveduras na presencga de soro fresco ou congelado, nas concentragdes
de 5, 10, 25, 50 e 75% ou com anticorpo monoclonal 18b7 (mAb) nas concentragdes de 2,5; 5; 10; 20
pg/mL. Graficos de barras mostrando o numero total de células com ou sem fagocitose somado de 3
réplicas do mesmo experimento. (B). Como controle, ndo foi adicionado nenhum agente opsonizante no
momento da interagdo entre macréfagos e as leveduras.
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Observou-se que a maioria dos macréfagos fagocitaram leveduras em todas as
concentragbes utilizadas, tanto no soro fresco quanto no que estava congelado. Ja na
presenca do mAb como agente opsonizante, houve uma redugdo da fagocitose de
leveduras. Como ja era esperado, na auséncia de qualquer agente opsonizante
basicamente ndo houve fagocitose de leveduras. Fazendo uma regressao logistica,
pode-se ver que a presenga de soro aumenta significativamente a fagocitose em mais de

50 vezes.

Comparando a taxa de fagocitose de C. neoformans por macréfagos nas diferentes
concentracdes testadas de soro fresco e congelado, pode-se notar que nao ha diferenga
entre as duas condigdes, conforme mostrado na Figura 16. Segundo o calculo de razao
de chance, o soro fresco aumentou em 64 vezes a chance de haver fagocitose e o soro
congelado em 56 vezes. Ja as diferentes concentragbes de soro ndo contribuiram para

haver mais fagocitose, visto que a razao de chance é quase igual a 1.
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B2 Soro congelado 56,40 30,53 a 119,3

B3 Concentragao 0,9936 0,9911 a 0,9960
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Significancia Variavel 1Z] Valor de P Sumario valor de

diferente de 0 =
BO Intersecgao 10,71 <0,0001 —
B1 Soro fresco 12,12 < 0,0001 -
B2 Soro congelado 11,74 < 0,0001 xkn
B3 Concentragao 5,185 < 0,0001 -

Figura 16: Comparagdo de fagocitose de leveduras de C. neoformans selvagem por macréfagos em
diferentes concentragdes do soro fresco e congelado.

Macréfagos foram interagidos com leveduras na presenga de soro fresco ou congelado (concentragbes de
5, 10, 25, 50 e 75% final) ou sem soro por 2h, MOI 10. Depois, leveduras extracelulares foram lavadas e
macréfagos foram corados com coloragdo de pandtico. Ao menos 100 células de cada condigdo foram
contadas sob microscopia éptica para avaliar a presenga ou auséncia de leveduras fagocitadas. Grafico de
linhas representando a média e erro padrao da propor¢do de macréfagos que fagocitaram leveduras em trés
réplicas em cada concentragéo de soro fresco (azul) e congelado (vermelho). Analise de regressao logistica
entre soro fresco (B1), congelado (B2) e suas diferentes concentragbes (3), com seus respectivos valores
de p e significancia, estabelecido a = 0,05. Analise referente a trés réplicas de cada condigdo do mesmo
experimento.

Também foi contabilizado o numero de leveduras que havia dentro de cada célula
infectada e comparada a cada condigao. Nao foi possivel notar diferenga no numero de
leveduras por ceélula usando soro fresco ou congelado em diferentes concentragdes,
conforme podemos observar no grafico da Figura 17, onde mostra a mediana e
distribuicdo do numero de leveduras/células. Portanto, foi escolhida a concentragcao de
10% de soro congelado para os proximos experimentos, visto que € uma concentragao
suficiente para permitir a fagocitose. O fato de o soro poder ser congelado torna mais
praticavel a execugao das interagdes, pois evita a convocacdo de doadores, coleta de
sangue, separagao do soro, jun¢ao de soros obtidos no mesmo dia dos experimentos de

interacao.
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Figura 17. Nimero de leveduras de C. neoformans H99 selvagem fagocitadas por macréfago.

Macréfagos foram interagidos com leveduras na presenga de soro fresco ou congelado (concentragdes de

5, 10, 25, 50 e 75% final) ou sem soro por 2h, MOI 10. Depois, leveduras extracelulares foram lavadas e
macréfagos foram corados com pandtico. Ao menos 100 células de cada condigdo foram contadas sob
microscopia 6ptica para avaliar a presenca ou auséncia de leveduras fagocitadas e o numero de leveduras
presentes em cada macréfago que realizou fagocitose foi mensurado. Graficos de violino representando a
distribuicdo e mediana de numero de leveduras por macréfago referentes a trés réplicas realizadas no
mesmo dia.

Foi analisado também o numero de unidades formadoras de colbnias (da sigla em
inglés, CFU) a partir das leveduras recuperadas que foram internalizadas por macréfagos
apos sua lise, a fim de corroborar os dados obtidos por coloracdo de pandtico por
intermédio de outra técnica. Como pode-se observar na Figura 18, ndo houve diferencga
no log de CFU das leveduras fagocitadas quando incubadas com diferentes
concentragdes de soro fresco ou congelado. Mas ha apenas uma ligeira diminuicdo no log
de CFU de leveduras fagocitadas na presenca do mAb 18b7. Portanto, os dados de CFU
reiteram os dados obtidos com a coloragdo de pandtico e contagem e sugere com mais
consisténcia que nao ha diferenga na fagocitose de C. neoformans quando este é

opsonizado com soro fresco ou congelado, independente da concentragao destes.
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log CFU

Figura 18. Unidades formadoras de colénia (CFU) de leveduras de C. neoformans H99 selvagem
internalizadas por macroéfagos sob diferentes agentes opsonizantes.

Interacdo de macréfagos com leveduras C. neoformans selvagem por 2h na presenga de soro humano
fresco ou congelado nas concentragbes de 5, 10, 25, 50 ou 75% ou na presenga de mAb a 2,5; 5; 10; 20 e
40 ug/mL. As leveduras extracelulares foram lavadas e os macréfagos foram lisados a fim das leveduras
intracelulares serem liberadas e plaqueadas em placas de Petri contendo meio Saboraud-agar 1,5%. Placas
entdo foram incubadas por 48h a 37°C e colénias formadas foram contadas em ftriplicata para cada
condigdo a fim de se determinar o log de CFU. Graficos em barras representando a média e o erro padréo
do Log,, de CFU de 3 réplicas dentro do mesmo experimento.

Além disso, também foi avaliado se haveria fagocitose das leveduras de C. neoformans
pelos macrofagos derivados de THP-1 se essas fossem opsonizadas anteriormente com o
PSH ao invés de presente na cultura no momento da interagao (pré-opsonizagao), visto
que haveria experimentos posteriores em que o soro humano n&ao poderia ser adicionado
ao meio para recuperagao do sobrenadante. Observou-se que a opsonizagao prévia de C.
neoformans com diferentes concentragdes de PSH por 30 min a 37°C antes da interagao
com macréfagos permitiu sua fagocitose, comparando com a condigdo sem PSH. Porém,
opsonizar o fungo antes causou uma menor taxa de fagocitose quando comparado com o
fungo sendo opsonizado no momento da interagdo com 10% de PSH, conforme pode ser

visualizado na figura 19.
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Figura 19. Propor¢cao de macréfagos contendo leveduras de C. neoformans H99 selvagem
internalizadas (fagocitose) ou nao (sem fagocitose) e numero de leveduras fagocitadas por
macroéfago.

Leveduras de C. neoformans foram incubadas com meio RPMI contendo 0, 20, 40, 80 ou 100% de PSH por
30 min a 37°C antes da interagdo com macrofagos (pré-opsonizagéo) por 2h. Apés esse periodo, leveduras
extracelulares foram lavadas e macrofagos foram corados com panético. Pelo menos 100 macréfagos foram
contados por condicdo e foi avaliado a propor¢cdo de macréfagos que haviam realizado fagocitose das
leveduras ou ndo (A) e o numero de leveduras internalizadas por cada macrofago que realizou fagocitose
(B). Leveduras também foram interagidas com macrofagos contendo 10% de PSH no momento da
interagdo, onde ndo houve pré-opsonizagdo, como controle. Graficos de barras demonstrando a média e o
erro padrdo da percentagem de macréfagos que realizaram ou ndo fagocitose (A) e grafico de violino
mostrando distribuigdo e mediana do numero de leveduras fagocitadas por cada macrofago de 3 réplicas
dentro do mesmo experimento. Diferenga entre grupos analisadas pelo teste exato de Fisher comparando
grupos par a par (A) e de Kruskal-Wallis nao pareado com pés-teste de Dun (B), comparando todas as
condicdes com a controle (MO + CN + PSH 10%). Asteriscos representam valor de significagdo de P,
estabelecendo a como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p < 0,0001; ns = n&o significativo.

Ao avaliar o numero de leveduras por macrofago, € possivel notar que ndo ha

diferenga significativa em opsonizar as leveduras previamente a interacdo com 80 e 100%
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de PSH quando comparado com a presenca de 10% de PSH a cultura no momento da
interacdo. Pode-se concluir entdo que utilizar o PSH como agente opsonizante no
momento da interagcdo aumenta a proporgcao de macrofagos que fagocitaram as leveduras
de C. neoformans, mas usando 80-100% de PSH para opsonizar as leveduras antes da
interagdo, ndo altera o numero de leveduras fagocitadas por macrofago. Portanto, para
ensaios em que o soro humano pode conferir um empecilho para a analise, é preferivel
opsonizar as leveduras com 80-100% de PSH, pois apesar de menor, ainda permite a

fagocitose de forma significativa.

5.1.4. Viabilidade de macroéfagos-THP-1 e leveduras de C. neoformans na presencga
de PSH

Usando o PSH para a opsonizagéo de leveduras juntamente com os macréfagos e
devido ao fato de o trabalho propor analise de morte das células hospedeiras pelo agente
etioldgico em estudo, surgiu a duvida se o PSH poderia interferir na viabilidade tanto das
leveduras de C. neoformans quanto de macrofagos, portanto, podendo produzir um
artefato nas analises. Pelo fato de o soro ser rico em proteinas do sistema complemento
e essas nao terem sido inativadas ao longo do processo, além do fato de nao ser

autélogo, essas poderiam ser toxicas para células humanas.

A fim de investigar essa questdo, foi avaliado se as diferentes concentragdes de
PSH testadas anteriormente seriam capazes de diminuir a viabilidade de C. neoformans
da cepa H99 selvagem. Entdo apdés a incubacdo das leveduras com as distintas
concentracdes de PSH por 30 min a 37°C, as leveduras foram plaqueadas em placas de
Petri com meio Saboraud-agar 1,5% e incubadas por 2 dias a 37°C para observar a
formacgao de colbnias e contagem de unidades formadoras de colénia. Pode-se notar que
nao ha diferenca de CFU de C. neoformans H99 selvagem incubadas com diferentes
concentracbées de PSH por 30 min a 37°C, portanto, o soro humano nao alterou a
viabilidade das leveduras mesmo em diferentes concentracbes de PSH, conforme é

mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Viabilidade de C. neoformans H99 selvagem incubado em diferentes concentra¢ées de
PSH por 30 min.

Leveduras foram incubadas com meio RPMI contendo 0, 20, 40, 80 e 100% PSH por 30 min a 37°C, 150
rom. Apds esse periodo, leveduras foram diluidas e inoculadas em cerca de 10-50 ulL/placa e espalhadas
em placa contendo meio Saboraud-agar 1,5%. As placas foram incubadas a 37°C por 48h. Apds esse
periodo, numero de colbnias que surgiram nas placas foram contadas e foi determinado log,, de CFU de
cada condicdo. Gréfico de barras representando a média e o erro padréo do log de CFU de 3 réplicas de
cada condigédo dentro do mesmo experimento. Diferengas de log de CFU entre os diferentes grupos foram
analisados com teste ANOVA néo pareado two-tailed com pos-teste de Dunn, comparando todos os grupos
com a condigdo controle (sem PSH), estabelecendo a como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; p <
0,0001; ns = nao significativo.

Também foi avaliado se essa viabilidade de C. neoformans com PSH poderia ser
influenciada pela presenca da melanina e da LAC1 na concentracdo que foi definida
anteriormente como a que promove melhor fagocitose (100%). Foi notado que a presenga
da melanina assim como da LAC1 também n&o interferiram na viabilidade das leveduras
na presenca de PSH, como foi ilustrado na Figura 21. Apds essas analises, poder-se-ia
garantir que diferengas na taxa de fagocitose, de morte e formagéao de inflamassomas dos
experimentos posteriores seriam provavelmente pelas variaveis de interesse estudadas

aqui neste trabalho e ndo estariam atreladas a viabilidade do patdgeno.
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Figura 21. Viabilidade de C. neoformans H99 selvagem ao PSH na presenc¢a de melanina e LACA1.

Leveduras de C. neoformans WT e deficientes em LAC1 foram incubadas em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Apés esse periodo, as leveduras foram incubadas em PSH 100% por 30 min a 37°C.
Depois as leveduras foram diluidas para 1000 leveduras/ mL e inoculadas 50 ulL/ placa contendo meio
Saboraud-agar 1,5%. As placas foram incubadas a 37°C por 72h. Apds esse periodo, numero de colbnias
que surgiram nas placas foram contadas e foi determinado o log10 de CFU de cada condigédo. Grafico de
barras representando a média e o erro padrdo do log de CFU de 3 réplicas de cada condigao dentro do
mesmo experimento. Diferencas de CFU entre os diferentes grupos foram analisados com teste T de
Student ndo pareado two-tailed comparando cada condigdo par a par com e sem PSH. Valores de P
calculados estabelecendo a como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p < 0,0001; ns = nao
significativo.

Além disso, foi analisada a provavel interferéncia do PSH na viabilidade dos
mondcitos THP-1 e macréfagos, avaliados por coloragdo de Azul de Tripan e exclusao de
células viaveis (Figura 22) e mortas e por 7-AAD através de citometria de fluxo (Figura
23 e Figura 24). O 7-AAD ¢é uma sonda que fluoresce ao se ligar ao DNA, entretanto este
s6 consegue entrar na célula e alcancar seu DNA se houver perda de integridade de
membrana, pois ndo é permeavel a camada fosfolipidica. Com excec¢ao da concentragao
de 40% de PSH apds 24h, ndo houve morte aumentada nas diferentes concentragdes de
PSH em THP-1 tampouco em seus macrofagos, tanto na citometria de fluxo quanto na
viabilidade por coloracdo com Azul de Tripan (analise feita apenas para THP-1). Como foi
escolhido 10% de PSH para os experimentos, essa concentracdo ainda se mostrou
segura para ser utilizada nos ensaios de interacdo sem alterar viabilidade de células

hospedeiras nem dos patdégenos.
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Figura 22. Porcentagem de células THP-1 vivas e mortas apés incubacio por 2 e 24h com PSH em
diferentes concentragodes.

Macréfagos foram incubados com diferentes concentragdes de PSH (0, 5, 10, 20 e 40%) por 2h (A) e 24 h
(B) e analisadas através da técnica de exclusao por azul de Tripan, onde células azuis foram consideradas
mortas e células refringentes, sem coloragéo, foram consideradas vivas dentro do numero total de células
contadas por condicdo. Graficos de barras referente a média e erro padrao de trés réplicas do mesmo
experimento.
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Figura 23. Niumero de células THP-1 mortas apds incubagido com PSH.

Células THP-1 foram incubados com 5, 10, 20 e 40% de PSH ou sem por 2 (A) e 24h (B), coradas com
7-ADD e analisadas por citometria de fluxo. Histogramas mostrando nimero de células fluorescente ou nao
para 7-AAD (PerCP-Cy5-5) referentes a um ensaio representativo.
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| Sample Name Subset Name | Count
| 4h_NM.fcs Macrofagos 552

4h_PSH 0%_1.fcs Macréfagos 7951

4h_PSH 5%_1.fes Macréfagos 7874
| 4h_PSH 10%_1.fcs Macréfagos 7785
| 4h_PSH 20%_1.fes Macréfagos 7536
|. 4h_PSH 40%_1.fcs Macrofagos 6818
| 4h_Conntrole positivo 7AAD.fcs | Macrofagos 2400
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Figura 24. Nimero de macréfagos derivados de THP-1 mortos apés incubagao com PSH por 4h.

Macrofagos foram incubados com 5, 10, 20 e 40% de PSH ou sem por 4h, corados com 7-ADD e analisados
por citometria de fluxo. Histogramas mostrando numero de células fluorescentes ou n&o para 7-AAD
(PerCP-Cy5-5) referentes a um ensaio representativo (A). Porcentagem de macréfagos vivos ( 7-AAD-) e
mortos (7-AAD+) em diferentes concentragbes de PSH (B). Grafico de barras mostrando média e erro
padrao das réplicas realizadas do mesmo experimento.

5.2. Influéncia da melanina e LAC1 de C. neoformans na sua fagocitose por
macroéfagos de THP-1

Depois de padronizada a diferenciagdo dos macrofagos, a melanizagéo das cepas
H99 selvagem e ALAC1, o agente opsonizante na concentracdo mais adequada,
condigdes para sua interagdo, o préximo passo foi avaliar se haveria diferenca na

fagocitose de leveduras que produziam melanina ou na auséncia de LAC1. Para isso ,

64



leveduras de C. neoformans selvagem e ALAC1 foram cultivadas com e sem L-DOPA por

24h, e depois

foram interagidas com macréfagos por 2 e 24h na presenga de PSH 10%. Depois foi
avaliado a proporgdo de macrofagos que internalizaram leveduras, assim como também

quantas leveduras foram fagocitadas por cada macréfago. Observa-se na Figura 25

que houve menos fagocitose de leveduras por macréfagos apoés 2h de interagdo na
presenca de melanina, assim como na auséncia de LAC1 (ALAC1), mas ndo houve
diferenca na quantidade de leveduras internalizadas por cada macréfago que realizou
fagocitose em nenhuma das condi¢gbes analisadas. Como era esperado, a fagocitose foi
praticamente abolida sem a presenca de PSH como agente opsonizante, independente de
melanina e LAC1, conforme & mostrado na Figura 26, e ndo houve diferenca de
fagocitose na presenga de melanina e LAC1 quando ndo ha um agente opsonizante.
Portanto, nem a melanina nem a LAC1 interferiram na deposi¢do de complemento e na

sua respectiva opsonizagao.
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Figura 25. Porcentagem de macréfagos que fagocitaram leveduras de C. neformans que produziam
ou nao melanina e LAC1 e numero de leveduras por macrofago na presenga de PSH.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 foram incubadas ou ndo com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macrofagos de THP-1 na presenca de PSH 10% por 2h, MOI 10. Depois,
leveduras extracelulares foram lavadas e macréfagos corados com panético e visualizadas sob microscopia
Optica. Ao menos 100 macrofagos foram contados por cada réplica de cada condigéo e a porcentagem de
macréfagos que tinha leveduras internalizadas ou néo foram aferidas (A) Graficos de barras representando
média e erro padrao de trés réplicas referentes a trés réplicas de dois experimentos realizados em dias
distintos. Numero de leveduras por macréfagos que realizou fagocitose (B) Grafico de dispersdo mostrando
cada macréfago analisado e quantas leveduras cada um havia internalizado. Valores de P referentes ao
teste de exato de Fisher comparando duas condi¢des por vez (A) e teste de Kruskal- Wallis com pés-teste
de Dunn duas caudas n&o- pareados para o numero de leveduras/macréfagos (B). Andlise estatistica
referente a trés experimentos independentes realizados em dias diferentes.

66



Fagocitose de C. neoformans (sem PSH) - 2 h.p.i

100 = Sem fagocitose

) El Fagocitose
s 804

8

o 60

8

0

5 40-

5]

= 20

0 —_— —

S ¥ o
N 9
¥
>

Figura 26. Porcentagem de macréfagos que fagocitaram leveduras de C. neoformans que produziam
ou ndao melanina e LAC1 na auséncia de PSH.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 foram incubadas ou ndo com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macréfagos de THP-1 na auséncia de PSH por 2h, MOI 10. Depois, leveduras
extracelulares foram lavadas e macrofagos corados com panético e visualizadas sob microscopia éptica. Ao
menos 100 macréfagos foram contados por cada réplica de cada condigéo e a porcentagem de macréfagos
que tinham leveduras internalizadas ou nao foram aferidas.

Também foi analisada a fagocitose das leveduras por meio de citometria de fluxo.
Para isso, os macrofagos foram corados com CellTracker Deep Red 1 uM 48h antes da
infeccao e foram usadas leveduras de C. neoformans H99 previamente corados com
CMFDA 2 uM. Depois disso, macréfagos e leveduras foram interagidos. Apds 2, 5 e 24
h.p.i, os macrofagos foram recuperados, adquiridos e analisados por citometria de fluxo. A
estratégia para definir as populagdes a serem analisadas e os resultados estdo resumidos
na Figura 27. Como pode ser notado, a presenga de melanina reduziu o numero de
macrofagos que fagocitaram as leveduras de C. neoformans nas horas iniciais da
infeccdo, entretanto, quase n&o ha diferenca na proporgao de fagocitose em periodos
mais tardios. A presenga da melanina reduziu drasticamente a fagocitose, comparando a
presenca de LAC1. A melanina parece retardar a fagocitose de C. neoformans, mas nao

impedi-la
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Figura 27.Estratégia de definicdo de populagdao para MO-THP1 e definicdo de MO-THP1 infectados
com leveduras de C. neoformans ou nao.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas na auséncia ou na
presenca de L-DOPA por 24h em meio minimo, 37°C, 150 rpm. Depois essas leveduras foram coradas com
CellTracker CMFDA por 30 min, 37°C e foram interagidas com MO-THP1 previamente corados com
CellTracker Depp Red, MOI 10, por 2, 5 e 24h. ApoOs esse periodo as leveduras extracelulares foram
lavadas e os macrofagos foram recuperados e aquiridos por citdbmetro de fluxo. Os dados foram analisados
pelo software FlowJo, onde primeiramente os dados foram compensados para cada canal de fluorescéncia
analisado usando seus respectivos controles. Depois, o gate referente aos macréfagos foram definidos em
amostra cotendo apenas essas células no grafico de FSC x SSC. Afim de descartar eventos que nao
fossem uUnicos para n&o enviesar a analise, foi determinado o gate de células Unicas para ser analisado.
Entao, foi criado uma gate dentro das células Unicas referentes as células positivas para CellTracker Deep
Red a partir de uma amostra contendo macrofagos ndo corados com esse corante. Das células Deep Red+
, foi criado um gate de macrofagos positivos para CMFDA+ a partir de uma amostra de células nao
contendo o corante. Com isso, conseguiu se determinar a porcentagem de celulas CMFDA+, ou seja, que
haviam fagocitado leveduras.
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Figura 28. Fagocitose de leveduras de C. neoformans H99 na presenc¢a ou auséncia de melanina e
LAC1 por MO-THP1 através de citometria de fluxo em 2, 5 e 24 h.p.i.

Porcentagem de MO-THP1 com ou sem leveduras de C. neoformans deifinidos a partir da estratégia de
gates adotada na Figura 27. Graficos de barras representando porcentagem de macréfagos que realizaram
ou nao fagoctiose de leveduras em 2, 5 e 24 h.p.i referente a soma do nimero de eventos de 3
experimentos realizados em dias diferentes. Valor de p calculado por teste exato de Fisher comparando
duas condig¢des por vez.

A fim de analisar se a presengca da melanina e da LAC1 interferem na
sobrevivéncia das leveduras fagocitadas, foi contabilizado o numero de leveduras viaveis
de C. neoformans internalizadas pelos macrofagos, apos estes serem lisados e as
leveduras liberadas de dentro deles serem plaqueadas para se determinar o CFU apés
48h a 37° C. Pode-se notar que apesar de ter sido averiguado anteriormente que a
melanina reduziu a fagocitose em cerca de 4 vezes apds 2 h.p.i no ensaio anterior
(Figura 28), nao foi visto uma reducéo significativa no CFU de leveduras que produziram

melanina, mostrado na Figura 29, o que poderia ser esperado. Além disso, nota-se um
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aumento da sobrevivéncia de leveduras com melanina nas horas tardias de infec¢do (24
h.p.i), quase se mostrando significativo, com valor de P muito préximo a 0,05. Ja em
relacdo a presenca da LAC1, esta parece ter diminuido a sobrevivéncia das leveduras em
periodos tardios da infecgdo, visto que a fagocitose nao foi muito alterada (Figura 29),

mas a sobrevivéncia foi consideravelmente afetada quando ha LAC1.
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Figura 29. Sobrevivéncia de C. neoformans H99 na presen¢a ou auséncia de melanina e LAC1
fagocitados por macréfagos derivados de THP1 apés 2, 5 e 24 h.p.i.

Leveduras de C. neoformans (CN) H99 WT e ALAC1 foram incubadas com ou sem L-DOPA por 24h, 37° C,
150 rpm. Depois esssas leveduras foram usadas para infectar macréfagos derivados de THP-1, MOI 10, por
2 (A), 5 (B) e 24 h (C). As leveduras extracelulares foram lavadas e os macréfagos foram lisados para
liberar as leveduras fagocitadas, que foram inoculadas em placa de Petri contendo Sabouraud-agar. As
placas entdo foram incubadas a 37C por 48h. Depois desses periodos, as colénias crescidas nas placas
foram contadas e foi determinada o log CFU para cada condigdo. Graficos de barras representando média
de 12, 6 e 9 réplicas derivadas de 4, 2 e 3 experimentos feitos em dias diferentes, respectivamente para 2, 5
e 24 h.p.i. Barras de erro representam o erro padrao da média. Valores de P calculados usando teste T nao
pareado com analise nas duas caldas (two-tailed) para comparar dois grupos por vez.

5.3. Reconhecimento e ativagcdo da via do NF-kB e IRFs por C. neoformans e a
interferéncia da melanina e da LAC1 nesses mecanismos

Visto que leveduras de C. neoformans estavam sendo fagocitadas conforme foi
visualizado nos experimentos anteriores e tanto a melanina quanto a LAC1 interferiram
nesse processo, N0sSso proximo questionamento era se a fagocitose desse patogeno
conseguia promover a ativagao de vias posteriores apds reconhecimento. As vias mais
classicas que sao ativadas apos reconhecimento de PAMPs e patdgenos, sdo as vias que
ativam os fatores de transcricdo NF-kB e os Fatores Regulatérios de Interferon (IRFs, da

sigla em inglés para interferon regulatory factors). Esses fatores de transcrigdo entao se

70



deslocam para o nucleo e permitem a expressao e producao de citocinas com acdes
anti-inflamatérias e antivirais (HISCOTT, 2007; NEGISHI, TANIGUCHI & YANAI, 2018).

A fim de observar se essas duas vias sao ativadas e se a melanina e a LAC1 de C.
neoformans poderiam interferir nestas células THP1-Dual (que possuem genes reporteres
para a via do NF-kB e IRFs, produzindo enzimas que convertem substratos que podem
ser analisados por absorbancia e luminescéncia, respectivamente) foram usadas para a
diferenciagdo em macréfagos e posterior interagdo com as leveduras. Ao avaliar a
infeccdo de macrofagos derivados de THP-1-Dual com leveduras de C. neoformans
selvagem e LAC1, podemos observar que o fungo causou tanto um aumento na ativacao
de NF-kB como de IRF, mas com cinéticas distintas, onde a ativacéo de IRF foi mais
precoce, sendo observada maior ativagédo em 3 h.p.i e caindo ao longo do tempo,
enquanto NF-kB apresentou uma ativacdo mais tardia, apresentando uma ativagao maior
do que as células nao infectadas nas primeiras horas, mas apresentando uma ativagao
muito exacerbada apos 24 de infecgdo, como € observado na Figura 30. A molécula
CRX-527 e a citocina IFN-y foram usadas de estimulo como controles positivos para a

ativacao da via do NF-kB e do IRF, respectivamente.

A presenca da melanina parece diminuir a ativagcédo da via de IRF apenas na
infeccao mais tardia (24 h.p.i), se assemelhando a ativagao vista em macrofagos sem

infecgdo (meio), ja a presenga de LAC1 ndo interferiu nesses mecanismos de ativagao.
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Figura 30. Ativagao da via do NF-kB e IRFs por MO-THP1 infectados com C. neoformans e influéncia
da melanina e da LAC1 no processo.

Macrofagos foram diferenciados a partir de THP-1-Dual contendo gene reporteres para a via do NF-kB
associado a fosfatase alcalina embrionaria secretada (SEAP, da sigla em inglés para secrefed embryonic
alkaline phosphatase) ao mesmo promotor € para a via dos IRFs sobre o controle do promotor ISG54,
também contendo a sequéncia para expressao e produgao de Lucia luciferase. Em paralelo, leveduras de C.
neoformans H99 WT e ALAC1 foram cultivadas em meio minimo contendo ou nao L-DOPA por cerca de
24h, 37°C, 150 rpm. Depois macréfagos e C. neoformans foram interagidos por 24h e sobrenadante dos
periodos de 3, 6, 12 e 24 h.p.i foram coletadas para avaliagao da atividade de SEAP e Lucia Luciferase,
interagindo o sobrenadante com o substrato quanti-Blue e quanti-Luc, respectivamente. A conversao de
quanti-Blue foi medida pela absorbancia em 620 nm e a de quanti-Luc através de luminescéncia em todos
os comprimentos de onda. Graficos de linhas representam a média e o erro padrao de valores de
luminescéncia para quanti-Luc (A) e de absorbéncia a 620 nm para quanti-Blue (C) em 3, 6, 12 e 24 h.p.i.
Graficos de barras representam a média da area sob a curva dos gréficos de linhas anteriores, mostrando a
atividade total de Lucia luciferase (B) e de SEAP (D) ao longo de 24 horas de infecgdo. CRX-527 e IFN-y
foram usados como controles positivos para ativacdo de NF-kB e IRFs, respectivamente. Valores de P
calculados a partir de teste T ndo-pareado de duas caldas comparando duas condi¢des por vez. Dados
referentes a 3 réplicas de 3 experimentos realizados em dias distintos.

5.4. Influéncia da melanina e LAC1 de C. neoformans na morte de macréfagos de
THP-1

5.4.1 Cinética de morte por captagao de iodeto de propidio (PI)
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ApoOs avaliar a taxa de fagocitose de C. neoformans por macrofagos, foi averiguado
se a infecgdo pelas leveduras ocasionaria a morte de macrofagos, assim como se a
presenca da melanina e de LAC1 poderiam interferir nesse processo. Foi avaliado a
cinética de captacao de iodeto de propidio (PI, da sigla em inglés para iodide propidium)
por macrofagos controle e infectados por C. neoformans selvagem e ALAC1 (previamente
incubados com ou sem L-DOPA) por 24h, analisando a fluorescéncia de PI no intervalo de
1 hora. O Pl é uma sonda que se liga e fluoresce na presenca de DNA, porém esse s6
consegue se ligar ao DNA se houver algum comprometimento da membrana plasmatica
da célula hospedeira, caso contrario, o Pl ndo consegue atravessar a célula, tampouco
fluorescer. Como pode ser visto na Figura 31, a infecgdo com C. neoformans promoveu a
maior morte de macréfagos quando comparado com os macrofagos controles. Porém,
nao foi possivel notar diferenca significativa na morte de macréfagos na presenca de
melanina ou LAC1 comparando toda morte do periodo de 24h, apesar de se observar um
acréscimo de morte nas horas finais na presenga de melanina quando comparado na sua

auséncia.
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Figura 31. Cinética de morte de macréfagos por C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 por 24 horas.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas com ou sem L-DOPA por 24h.
Depois foram interagidas com macrofagos de THP-1 na presenca de PSH 10%, MOI 10, por 24 horas em
meio contendo iodeto de propidio (Pl). Macréfagos contendo as leveduras foram incubados a 37°C em
fluorimetro e a mensuragao de fluorescéncia de Pl era realizada a cada 1h. (A) Cinética de captagao de PI
por macréfagos infectados ou ndo por 24h. (B) Area sob a curva de fluorescéncia de Pl captada por
macréfagos ao longo de 24h para cada condigdo. Gréaficos de barras representando média de 15 réplicas
derivadas de 5 experimentos feitos em dias diferentes. Barras de erro representam o erro padrao da média.
Valores de P calculados usando teste T ndo pareado com andlise nas duas caldas (two-tailed) para
comparar dois grupos por vez.

5.4.2. Analise de morte por coloragdo com Anexina V-PE e 7-AAD
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A fim de corroborar os dados da cinética de captacéo de PI, a morte de macréfagos
infectados por C. neoformans por 24 h também foi averiguada por citometria de fluxo,
analisando células positivas para 7-AAD (sonda fluorescente analoga ao Pl), indicando
morte celular. Também foi analisado com mais detalhes que tipo de morte celular poderia
estar acontecendo e se haveria diferencas entre as condi¢cdes de infeccdo. Foi analisado
apos a interacdo com C. neoformans, se os macrofagos estavam sofrendo apoptose ou
morte litica através da analise de células que eram positivas para anexina V-PE
(apoptoticas) ou positivas para 7-AAD e 7-AAD + Anexina V-PE (morte litica) pela
aquisicdo em citometria de fluxo em 2, 5 e 24 h.p.i. A Figura 32 mostra a estratégia de
gates adotada para a analise de morte celular, ja os resultados obtidos foram sumarizados

na Figura 33.

Interessantemente, ha um numero maior de células viaveis na presenca de C.
neoformans nas horas iniciais de infeccdo, enquanto nao ha diferenca em 5 h.p.i. Ha um
ligeiro aumento de morte em macrdéfagos em infecgdes mais tardias com C. neoformans,
corroborando os dados de cinética de morte por Pl. A presenca da melanina de C.
neoformans causou maior morte no inicio da infeccdo, porém, apresentou uma morte
significativamente menor nos outros tempos analisados, apesar da diferenga muito
pequena. Ja a presenga de LAC1 nao mostrou interferir na morte dos macréfagos, como

pode ser notado na figura 33a.

Em relacdo ao tipo de morte sofrido, € possivel observar que ha um aumento de
apoptose dos macrofagos quando estes foram infectados com C. neoformans nos
momentos iniciais (5 h.p.i) quando comparado as células controles, porém essa apoptose
em células infectadas diminui ao longo do tempo até se tornar menor em estagios mais
avangados da infec¢do (24 h.p.i), reduzindo mais da metade. A presenca de melanina
promoveu mais morte litica em todos os tempos analisados. Ja a presenca de LAC1
promoveu maior apoptose nos momentos iniciais da infecgdo, porém a apoptose foi
reduzida em periodos mais longos. Nos momentos mais tardios da infecgcao (24 h.p.i), a
morte litica é o tipo predominante, principalmente na presenga da melanina e de LAC1 de

C. neoformans.
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Figura 32. Estratégia de gates para citometria de fluxo adotado para definir células mortas e viaveis,
assim como células que sofreram apoptose e morte litica pela infec¢ao pelo C. neoformans H99 que
produziam ou nao melanina e LACA1.

Macréfagos foram diferenciados a partir de THP-1 e corados com CeelTracker Deep Red 1 uM 2. Leveduras
de C. neoformans H99 selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas ou ndo com L-DOPA por 24h e depois
foram coradas com CellTracker CMFDA 2 uM e interagidas com macréfagos de THP-1 na presenca de PSH
10%, MOI 10, por 5 e 24 h.p.i. Primeiramente foi definido o gate para as células com tamanhos dos
macrofagos no grafico FSC x SSC. Depois, foi analisado apenas as células Unicas, excluindo aglomerados
de células que poderiam ter sido adquiridos pelo citbmetro e dessa populagdo. Macréfagos foram
recuperados, corados com 7-AAD e anexina V-PE e adquiridos através de citometria de fluxo, seguindo
estratégia de gates demonstrado na figura 25 e analisado no programa FlowJo. Graficos de dot plots
representando macréfagos infectados com as diferentes condigdes positivos ou nao para fluorescéncia de
Anexina V-PE e para 7-AAD (PerCP-Cy5.5).
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Figura 33. Propor¢dao de macrofagos mortos e dos que sofreram apoptose ou morte litica apos
infec¢dao com C. neoformans.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ALAC1 foram incubadas ou ndo com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macréfagos de THP-1 na presenga de PSH 10%, MOI 10, por 5 e 24 horas.
Depois, células foram coradas com 7-AAD e Anexina V-PE e adquiridos por citometria de fluxo, seguindo
estratégia de gates representada na Figura 32 . Foi aferido porcentagem de macréfagos pelo FlowJo e
dados referentes a figura Figura 32 foram usadas para criar os graficos de barras, representando a
propor¢cdo de macréfagos viaveis (7-AAD e Anexina V-PE negativos) ou mortos (7-AAD ou Anexina V-PE
positivos) em 5 h.p.i (A) e 24 h.p.i (B). Média de razao de macréfagos que sofreram apoptose (7-AAD
negativos e Anexina V-PE positivos) ou morte litica (7-AAD positivos e 7-AAD + Anexina V-PE positivos) em
5.h.p.i (C) e 24 h.p.i (D). Médias referentes a dois experimentos independentes com barras de erro
representando 95% do intervalo de confianga.

5.5. Analise de formagdo de inflamassomas em macréfagos de THP-1
desencadeados pela infecgcdo com C. neoformans, pela sua melanina ou sua LAC1.

Visto que podemos constatar a morte aumentada de macréfagos sob infecgao de
C. neoformans foi avaliado se essa morte poderia estar relacionada com o
reconhecimento por sensores de inflamassomas e sua consequente ativacdo. Para esse
fim, observamos se haveria diferenga na abundancia e clivagem de proteinas que sao

ativadas devido a formagdo dessas plataformas proteicas por Western blotting. Foi
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analisada, portanto, a expressao de alguns sensores de inflamassomas como AIM2 e
NLRP3, assim como da proteina adaptadora ASC. Além disso, também foi analisado a
producao e ativagao (clivagem) das caspases efetoras de morte celular, como Caspase
1(CASP1) e caspase 8 (CASP8), assim como ativagdo de seus substratos, como
mediadores inflamatérios como a interleucina 1B (IL1B) e efetores de morte relacionado
com piroptose (morte litica associada a inflamacg&o), como a gasdermina D (GSDMD).
Para analisar se foi adicionado a mesma quantidade de extrato proteico para todas as
condi¢oes, foi investigado também a abundancia de B actina (ACTB), uma proteina
considerada expressa de forma constante sem sofrer grandes alteragbes em diferentes

estimulos. Todas as proteinas foram analisadas no periodo de 2, 5 e 24 h.p.i
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Figura 34. Abundancia de NLRP3, AIM2 e ASC em MO-THP1 desencadeada pela infecgdao com C.
neoformans e o efeito da melanina e LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Apés
esse periodo, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macréfagos foram lisados com tampéao
Laemmli para obter o extrato protéico (LIS MO-THP-1), Esses extratos foram submetidos a SDS-page,
transferidos para membrana de PVDF, que foi submetida a western blotting com anticorpos comerciais para
NLRP3, AIM2 e ASC. Depois, as membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos
secundarios conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescéncia usando peréxido
de hidrogénio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescéncia
de um experimento representativo em 2, 5 e 24 h.p.i (A). Abundancia relativa das proteinas foram
mensuradas calculando a média de escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectivos
backgrounds presentes na membrana, e logo apods foi aferido a raz&o entre os respectivos alvos com o
controle endégeno (ACTB) (B). Graficos de barra representando a média e erro padrdo da abundancia
relativa de 2-3 experimentos realizados em dias diferentes. Macrofagos estimulados com LPS por 6 horas e
Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina) foram usados como controle positivo, por ser um estimulo
conhecido para ativagédo do inflamassoma NLRP3.
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Como pode ser notado na figura 34, no inicio da infecgdo ha um aumento na
producao de AIM2 sob a interagdo com C. neoformans, enquanto ndo ha um aumento na
abundancia de NLRP3. Porém no curso da infec¢do, a producao de AIM2 tende a decair e
o de NLRP3 comega a crescer até 24 h.p.i. Tanto a melanina quanto LAC1 reduziram a
abundancia de AIM2 em basicamente todos os tempos analisados. Ja em relagéo a
abundancia de NLRP3 em macrdéfagos, apenas LAC1 parece interferir, diminuindo sua
producao.

Também foi avaliado a clivagem e consequente ativagao das caspases
responsaveis pela morte, como CASP1, CASP3 e CASP8. A foto de um experimento
representativo esta representada na figura 35. Avaliando primeiramente a CASP1,
conforme mostrado na figura 35, ha um aumento na produgao da proCASP1 (p45) nas
primeiras horas de infecgdo que se mantém de certa forma constante ao longo do curso
da infecgao, porém sé conseguimos observar sua clivagem para a forma ativa (p10/20)
apos 24 h.p.i. Além disso, a presenca de melanina em C. neoformans parece aumentar a
quantidade de CASP1 ativas nos momentos finais da infecgdo, ao mesmo tempo que
diminui a proCASP1, sugerindo que a melanina pode induzir sua ativacédo. Ja a presenca
de LAC1 diminuiu a ativagdo de CASP1 sem alterar a produgao de proCASP1.
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Figura 35. Abundancia de CASP1, CASP3 e CASP8 em MO-THP1 desencadeada pela infecgdo com C.
neoformans e o efeito da melanina e LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Apds
esse periodo, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macréfagos foram lisados com tampao
Laemmli para obter o extrato proteico (LIS MO-THP-1), Esses extratos foram submetidos a SDS-PAGE,
transferidos para membrana de PVDF, que foi submetida a western blotting com anticorpos comerciais para
CASP1, CASP3 e CASP8 . Depois, as membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos
secundarios conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescéncia usando peréxido
de hidrogénio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescéncia
de um experimento representativo em 2, 5 € 24 h.p.i
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Figura 36. Abundancia relativa de CASP1p45 e CASP1 p10/20 em MO-THP1 infectados com leveduras
de C. neoformans e a influéncia da melanina de LAC1.

Abundancia relativa das proteinas foram mensuradas a partir de fotos como da Figura 35, calculando a
média de escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectivos backgrounds presentes na
membrana, e logo apds foi aferido a razao entre os respectivos alvos com o controle endégeno (ACTB).
Graficos de barra representando a média e erro padrdo da abundancia relativa de 2-3 experimentos
realizados em dias diferentes. Macréfagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais

(LPS + nigericina) foram usadas como controle positivo, por ser um estimulo conhecido para ativagao do
inflamassoma NLRP3.
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Figura 37. Abundancia relativa de CASP8 p55, CASP8 p43/41 e CASP8 p18 em MO-THP1 infectados
com leveduras de C.neoformans e a influéncia da melanina de de LAC1.

Abundancia relativa de CASP8 foi mensurada a partir de fotos como da Figura 35, calculando a média de
escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectivos backgrounds presentes na membrana, e logo
ap6s foi aferido a razéo entre os respectivos alvos com o controle enddégeno (ACTB). Gréficos de barra
representando a média e erro padrao da abundancia relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrofagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)

foram usadas como controle positivo, por ser um estimulo conhecido para ativagao do inflamassoma
NLRP3.

Assim como proCASP1 abundancia da pro-CASP8 é aumentada pela infecgao logo

nas primeiras horas de infecc&o, porém vai decaindo ao longo do tempo. Mas ao contrario
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de CASP1 ativa, podemos perceber uma ativagao de CASP8 (p18) a partir de 5h de
interacao de MO-THP1 com C. neoformans. A presenga da melanina aumentou a

ativacdo de CASP8 nos momentos mais precoces da infeccdo, mas sem grandes
alteragcbes em momentos mais longinquos.

Nao foi possivel visualizar a proCASP3 (p30) em nenhum dos experimentos feitos,
conforme ilustrado na figura 38, talvez pelo fato de o anticorpo ser capaz apenas de
reconhecer sua porcao clivada, portanto, ndo foi possivel visualizar sua cinética de
producédo ao curso da infec¢cdo com o fungo. Mas foi possivel notar que a ativagéo de
CASP3 (p17/19) foi reprimida no inicio da infec¢cado, mas induzida nos tempos mais tardios

(24 h.p.i). A presenca da melanina de C. neoformans exacerbou a ativagcdao de CASP3,
enquanto LAC1 a diminuiu.
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Figura 38. Abundancia relativa de CASP3 p30 e CASP1 p17/19 em MO-THP1 infectados com
leveduras de C.neoformans e a influéncia da melanina de de LACA1.

Abundancia relativa das CASP3 foi mensuradas a patir de fotos como da Figura 35, calculando a média
de escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectibvos backgrounds presentes na membrana, e
logo ap6s foi aferido a raz&o entre os respectivos alvos com o controle endégeno (ACTB). Graficos de barra
representando a média e erro padrao da abundancia relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrofagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)

foram usadas como controle positivo, por ser um estimulo conhecido para ativagao do inflamassoma
NLRP3.

Apds a andlise de clivagem e ativacdo das caspases, fomos avaliar se alguns de seus
substratos relacionados com a inflamagao também haviam sido alterados, como a IL-1B e

GSDMD. Fotos de experimentos representativos sdo mostrados na figura 39.
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Figura 39. Abundancia de GSDMD p53, N e C terminal e IL-1B p31 e IL-1B p17 em MO-THP1
infectados com leveduras de C.neoformans e a influéncia da melanina de de LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ALAC1 foram incubadas em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Apds
esse periodo, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macréfagos foram lisados com tampéao
Laemmli para obter o extrato proteico (LIS MO-THP-1), Esses extratos foram submetidos a SDS-page,
transferidos para membrana de PVDF, que foi submetida a western blotting com anticorpos comerciais para
GSDMD e IL-1B . Depois, as membranas foram incubada com seus respectivos anticorpos secundarios
conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescéncia usando perdxido de
hidrogénio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescéncia de
um experimento representativo em 2, 5 e 24 h.p.i

Analisando a Figura 40, podemos notar que a GSDMD possui uma cinética parecida com a
CASP1: sua forma inativa tem uma producédo maior. no inicio da infecgao, mas se mantém
estavel de 5 a 24 h.p.i, e comecamos a ver sua ativagdo apenas nos momentos mais
tardios da infecgdo para a sua forma ativa (GSDMD N-terminal), quando comparado as
células nao infectadas. Porém, aparentemente nem a melanina, tampouco LAC1 de C.
neoformans parece interferir na ativagdo de GSDMD.
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Figura 40. Abundéancia relativa de GSDMD p53, N e C terminal em MO-THP1 infectados com
leveduras de C. neoformans e a influéncia da melanina de LAC1.

Abundancia relativa de GSDMD foram mensuradas a partir de fotos como da Figura 39, calculando a média
de escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectivos backgrounds presentes na membrana, e
logo apés foi aferido a razédo entre os respectivos alvos com o controle enddégeno (ACTB). Graficos de barra
representando a média e erro padrao da abundancia relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macréfagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)

foram usadas como controle positivo, por ser um estimulo conhecido para ativagdo do inflamassoma
NLRP3.
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A infeccdo pelo fungo desencadeou um aumento precoce e momentaneo na
producao de pro-IL-1B (p31), mas essa produgdo ndo € mais visualizada no curso mais
longinquo da infecgdo. Nao conseguimos detectar a IL-1B ativa no lisado de MO-THP1,
como ¢ ilustrado na Figura 41. Talvez porque elas tenham sido secretadas das células
mortas e estejam na maior parte no sobrenadante, porém, ndo conseguimos analisar

visualizar IL-1B no sobrenadante através de western blotting.
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Figura 41. Abundancia relativa de IL1-B p30 e IL-1B p17] em MO-THP1 infectados com leveduras de
C.neoformans e a influéncia da melanina de de LAC1.

Abundancia relativa de IL-1B foi mensurada a patir de fotos como da Figura 39, calculando a média de
escala cinza de cada banda subtraidas de seus respectibvos backgrounds presentes na membrana, e logo
apos foi aferido a razéo entre os respectivos alvos com o controle endégeno (ACTB). Graficos de barra
representando a média e erro padrédo da abundancia relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macréfagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)

foram usadas como controle positivo, por ser um estimulo conhecido para ativagao do inflamassoma
NLRP3.
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5.6. A influéncia de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na infecgao por C. neoformans

5.6.1. A influéncia de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na fagocitose de C.
neoformans por macréfagos humanos

Notado que a infecgdo de macréfagos por C. neoformans, assim como a presenga
da melanina e de LAC1, parecia alterar a fagocitose, a morte e a expressao de proteinas
relacionadas aos inflamassomas, foi avaliado se a inibicdo desses inflamassoma poderia
alterar esses fenotipos. Para esse proposito, macrofagos foram incubados com inibidores
para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASPS8

(Z-IETD-fmk) e depois infectados com C. neoformans.

Primeiramente foi analisado se essas proteinas poderiam interferir no processo de
fagocitose das leveduras. Para isso, MO-THP1 foram corados com CellTracker Deep Red
e leveduras de C. neoformans foram coradas com CellTracker CMFDA e ambas foram
interagidas por 2, 5 e 24h. Apds esses periodos, as leveduras extracelulares foram
descartadas, os macréfagos recuperados e adquiridos por citbmetro de fluxo com o intuito
de se analisar a propor¢cao de células com leveduras internalizadas. Os dados foram

analisados no FlowJo usando a mesma estratégia de gates aplicada na Figura 27.

De acordo com a figura 42, pode-se observar que a inibicdo de CASP1 provocou
uma diminuicdo da fagocitose de C. neoformans na infecgdo precoce e a inibicdo de
CASP8 minimizou mais ainda esse fendtipo, porém néo é notado diferenga na proporgao
de macrofagos com leveduras internalizadas nos momentos mais tardios da infecgdo. A
inibicdo de NLRP3 provocou uma diminuicdo do niumero de macrofagos que fagocitaram
leveduras a partir de 5h.p.i, mas apresentou um aumento de células que fagocitaram em
24 h.p.i. Ja na presenga da melanina, a inibicdo de CASP1 causou o efeito inverso,
aumentado o numero macréfagos que fagocitaram leveduras no inicio da infeccdo em
mais de 4x, mas sem grandes diferencas nos outros periodos ao longo do curso da
infecdo. Sem a presenca da LAC1 em C. neoformans, a inibigdo de CASP1 parece nao
modificar mais a fagocitose no inicio e ter um efeito contrario no final da infecgao,

causando um aumento do numero de macréfagos que realizaram fagocitose.
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Figura 42. Proporgdo de MO-THP1 que fagocitaram ou néao leveduras de C. neoformans sob inibigao
de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram coradas com CellTracker CMFDA antes da infecgéo.
Macréfagos de THP-1 foram corados com CellTracker Deep Red e incubados com inibidores para AIM2
(ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8 (Z-IETD-fmk) e depois infectados
com as leveduras obtidas do passo anterior por 2, 5 e 24 h.p.i, MOl 10.Apds esses tempos, as leveduras
extracelulares foram lavadas e descartadas, os macrofagos foram recuperados e analisados por citometria
de fluxo, usando estratégia de gates ja adotada e representada na figura 27.Células DeepRed positivas
foram analisadas quanto a presenga ou auséncia da fluorescéncia de CMFDA, definidas como células que
fagocitaram ou néo leveduras, respectivamente. Graficos de barra indicando a soma do niumero de eventos
de 3 (2 h.p.i) e 2 experimentos ( 5 e 24 h.p.i) realizados em dias distintos. Valor de P calculado usando
teste de exato de Fisher comparando duas condigdes por vez.

5.5.2. A influéncia de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na sobrevivéncia de C.
neoformans em macréfagos humanos

A fim de avaliar se haveria diferenca na sobrevivéncia de C. neoformans com a
inibicdo de proteinas NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8, macrofagos derivados de THP-1
foram incubados com seus respectivos inibidores e depois interagidos com leveduras de
C. neoformans por 2, 5 e 24 h.p.i. Depois. As leveduras extracelulares foram descartadas,
os macréfagos lisados com agua destilada e os fungos internalizados foram recuperados
e plaqueados em placas contendo Saboraud-agar. Apés 48h a 37°C, as colbnias de
leveduras que viaveis que surgiram foram contabilizadas e determinado o log10 do CFU.
Os dados obtidos foram resumidos nas figuras 43, 44 e 45. Como podemos observar,
apenas a inibicdo de AIM2 pelo inibidor ODN TTAGGG causou uma diminuicido da
sobrevivéncia das leveduras que foram fagocitadas pelos macrofagos, tanto no momento
inicial quanto final da interagcdo. A presenga de LAC1 parece aumentar a sobrevivéncia
das leveduras no inicio da infeccdo, sem interferéncia notavel nos outros periodos
analisados. Ja a melanina ndo mostrou interferéncia na sobrevivéncia das leveduras sob

inibicdo das proteinas do inflamassoma/morte.
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Figura 43. CFU de leveduras de C. neoformans fagocitadas por MO-THP1 apés 2 horas de infecgao
sob inibigcdo de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASPS.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou n&o
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram interagidas com Macrofagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veiculo) por 1h. A interagdo se deu por 2 h, MOl 10. Apds esses tempos, as
leveduras néo fagocitadas foram lavadas, os macréfagos foram lisados com agua destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37°C. Apds esse
periodo, as colbnias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Graficos de barras mostrando CFU de leveduras WT (A), WT L-DOPA (B), LAC1 (C) e LAC1 L-DOPA (D)
fagocitadas por MO-THP1 sob os respectivos inibidores.
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Figura 44. CFU de leveduras de C. neoformans fagocitadas por MO-THP1 apés 5 horas de infec¢ao
sob inibigao de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASPS8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou n&o
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram interagidas com Macrofagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veiculo) por 1h. A interagdo se deu por 5 h, MOI 10. Apos esses tempos, as
leveduras nao fagocitadas foram lavadas, os macrofagos foram lisados com agua destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37°C. Apds esse
periodo, as colbnias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Graficos de barras mostrando CFU de leveduras WT (A), WT L-DOPA (B), LAC1 (C) e LAC1 L-DOPA (D)
fagocitadas por MO-THP1 sob os respectivos inibidores.
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Figura 45. CFU de leveduras de C.neoformans fagocitadas por MO-THP1 apés 24 horas de infecgao
sob inibicdo de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASPS8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram interagidas com Macréfagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veiculo) por 1h. A interacdo se deu por 24 h, MOl 10.Apds esses tempos, as
leveduras nao fagocitadas foram lavadas, os macrofagos fora lisados comagua destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37°C. ApdOs esse
periodo, as colbnias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Graficos de barras mostrando CFU de leveduras WT (A), WT L-DOPA (B), LAC1 (C) e LAC1 L-DOPA (D)
fagocitadas por MO-THP1 sob os respectivos inibidores.

93



5.5.3. A influéncia de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na morte de macréfagos
humanos infectados por C. neoformans.

Com o intuito de analisar se a inibicdo de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 poderia
interferir na morte de macréfagos infectados com C. neoformans, esses foram incubados
com seus respectivos inibidores, interagidos com as leveduras e foi analisado entéo a
captacédo de Pl pelos macrofagos por fluorimetro de placa por 24h, analisando sua

fluorescéncia a cada 1 h.p.i..

Pode-se notar que apenas que a inibicao de nenhuma das proteinas citadas acima
influenciou na cinética de morte causada pela infecgdo com C. neoformans, entretanto, na
auséncia de LACH1, a inibicdo de AIM2 (ODN TTAGGG) inibiu drasticamente a morte dos

macrofagos.

A fim de corroborar os dados da cinética de captacéo de PI, também foi avaliado a
morte de macrofagos sob infecgdo por citometria de fluxo, corando as células pés

infeccao com 7-AAD e analisando a proporcao de células positivas para esse corante.

Foi possivel verificar que a inibicgdo de CASP8 e NLRP3 reduziu a morte celular de
macrofagos nos momentos iniciais da infecgcdo, mas nao alterou a morte em momentos
tardios, ao invés disso, a inibicdo de CASP1 passa a ter interferéncia, reduzindo a morte
em periodos prolongados de infec¢do. Com a melanina, CASP8 deixa de exercer um
papel na diminuicdo da morte celular. Com a deficiéncia de LAC1 em C. neoformans, a
inibicdo de CASP8 também n&o afeta mais a morte das células, apenas a inibicdo de

NLRP3 diminui esse fenoétipo. Essas informagdes estdo contidas na figura 47.
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Figura 46. Cinética de morte de macréfagos infectados com C. neoformans com inibicdo de
proteinas do inflamassoma.

Macréfagos foram incubados por 1-2h com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950),
CASP1 (Ac-YVAD-cmk),CASP8 (Z-IETD-fmk) ou com veiculo (DMSQO). Macréfagos foram infectados com
leveduras de C. neoformans WT, WT + L-DOPA, ALAC1 e ALAC1 + L-DOPA, MOI 10 por 24 horas em meio
contendo iodeto de propidio (PI). Placa foi incubada a 37°C em fluorimetro e a analise de fluorescéncia de
Pl era realizada a cada 1h. Graficos de linhas mostrando cinética de captagcdo de Pl por macrofagos
infectados por 20h. Pontos representam as médias referente a de triplicata de um Unico ensaio, barras de
erro representam o erro padrao da média de trés réplicas realizadas no mesmo experimento (A, B, C e D).
Graficos de barras representando média de triplicata de um experimento, barras de erro representam o erro
padréo da média (E, F G e H). Valores de P calculado por meio de ANOVA nao pareada com analise nas
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duas caldas (two-tailed) e pos teste de Dunnet comparando todas as condi¢des infectadas com nao
infectada (controle).
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Figura 47. Morte celular de MO-THP1 ocasionada por C. neoformans por 2, 5 e 24 h.p.i. sob inibi¢ao
de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASPS.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou nao
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram interagidas com Macréfagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veiculo) por 1h. A interagao se deu por 2, 5 e 24 h.p.i, MOI 10.Apds esses tempos,
as leveduras nao fagocitadas foram lavadas, os macréfagos foram recuperados e corados com 7-AAD para
analise em citometria de fluxo. Graficos de barras mostrando proporgdo de macréfagos viaveis (7-AAD-) e
mortos (7-AAD+) referentes a um experimento. Valores de P calculados usando teste exato de Fisher
comparando dois grupos por vez.
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Analisando que tipo de morte poderia estar sendo afetada pela inibicdo das proteinas
estudadas, também foi verificado por citometria de fluxo a proporcdo de células que
sofreram apoptose e morte litica apds inibicdo de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASPS8 e
subsequente infecgcado por C. neoformans contendo ou ndo melanina e LAC1, conforme
pode ser visto na figura 48. A inibicdo de CASP8 e NLRP3 ocasionaram uma diminui¢cao
do apoptose no inicio da infecgao, ja a inibicdo de CASP1, NLRP3 e AIM2 ocasionou
diminuicdo do apoptose em periodos mais prolongados, com os dois primeiros tendo as
redugdes mais acentuadas. Com a presenca da melanina de C. neoformans, CASP8 ja
nao causou mais a reducao de apoptose, como também gerou um aumento de quase o
dobro na infeccdo tardia. Na auséncia de LAC1, houve maior apoptose sob supressao de
CASP8 e menos apoptose na supressao de NLRP3 nas primeiras horas de interagao,
porém a inibicaio de NLRP3 em infeccdo prolongada levou a uma maior morte por

apoptose.
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Figura 48. Apoptose e morte litica de MO-THP1 ocasionada por C. neoformans por 2, 5 e 24 h.p.i. sob
inibicao de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ALAC1 foram incubados em meio minimo contendo ou néo
L-DOPA por 24h. Essas leveduras entdo foram interagidas com Macrofagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veiculo) por 1h. A interagao se deu por 2, 5 e 24 h.p.i, MOI 10. Apds esses tempos,
as leveduras nao fagocitadas foram lavadas, os macréfagos foram recuperados e corados com 7-AAD para
andlise em citometria de fluxo. Graficos de barras mostrando propor¢gédo de macréfagos que sofreram
apoptose (7-AAD-, Anexina V-PE+) e morte litica (7-AAD+) referentes a um experimento. Valores de P
calculados usando teste exato de Fisher comparando dois grupos por vez.

98



6. Discussao

Assim como C. neoformans, varios fungos patogénicos que podem infectar
humanos e outros organismos sédo capazes de produzir melanina ou adquirir coloragéo
escura, incluindo Fonsecaea pedrosoi (ALVIANO et al, 1991), Aspergillus fumigatus
(YOUGCHIM et al, 2004), Paracococidiodes brasiliensis (GOMEZ et al, 2001; da SILVA et
al, 2006), Blastomyces dermatitidis (NOSANCHUK et al, 2004), Candida albicans,
(MORRIS-JONES et al, 2005), Coccidioides posadasii (NOSANCHUK et al, 2007),
Histoplasma capsulatum (NOSANCHUK et al, 2002), entre outros. Fungos fitopatogénicos
s6 conseguem penetrar e promover infeccdo em seus hospedeiros quando produzem
melanina em seus apressérios, como Pyricularia oryzae, Magnaporte grisea,
Colletotrichum lagenarium e Gaeumannomyces graminis var. Graminis (WHEELER &
BELL, 1988; BUTLER & DAY, 1998; EBERT et al, 2019).

Em nossos estudos, observamos diminuigdo da fagocitose de C. neoformans na
presenca de melanina, assim como em outros trabalhos onde a fagocitose mediada por
anticorpos de leveduras C. neoformans por macroéfagos murinos foi reduzida quando
estes produzem melanina (WANG, AISEN & CASADEVALL , 1995, MEDNICK,
NOSANCHUK & CASADEVALL, 2005). Nossos dados, portanto, corroboram outros
achados anteriores, utilizando um hospedeiro humano, outra cepa de C. neoformans, e
outra via de fagocitose, através da opsonizagao pelo sistema complemento, mostrando
semelhanga na resposta de diferentes espécies contra a infeccdo por C. neoformans por

mecanismos distintos de opsonizagao.

A melanina poderia interferir na fagocitose das células de levedura pela redug¢ao da
deposigao de proteinas do complemento, como C3, como em A. fumigatus. Mutantes
deste fungo incapazes de produzir melanina apresentaram maior deposicdo de C3 e
maiores taxas de fagocitose (TSAI et al, 1998). Porém, ja foi constatado que ndo houve
diferenca na deposigao da proteina C3 em leveduras que produziam ou ndao melanina.
Portanto, essa inibicdo da fagocitose talvez possa ser devida a melanina extracelular ou
em cepas com capsulas pequenas, onde a melanina presente na parede celular poderia
interferir diretamente na deposicdo de C3, o que ndao é observado em cepas
encapsuladas (ROSAS et al, 2002 ). Acredita-se que a melanina de C. neoformans confira
carga mais negativa a superficie da levedura, mesmo sendo menor que a conferida pela
capsula (NOSANCHUK & CASADEVALL, 1997), o que poderia influenciar na ancoragem
de proteinas do complemento a superficie da levedura. células de levedura e,

consequentemente, reduzem sua opsonizacdo. Outro fator que pode estar relacionado a
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inibicdo da fagocitose do C. neoformans é a capacidade do fungo de secretar vesiculas
para fora da célula infectada (PANEPINTO et al, 2009). Essas vesiculas podem conter
LAC1 (RODRIGUES et al, 2008), além de serem melanizadas (EISENMAN et al, 2009).

Além disso, observamos UFCs mais elevados, embora houvesse menos leveduras
intracelulares quando produziam melanina, sugerindo que tinham aumentado a sobrevida.
Isso pode ser explicado pelo fato de a melanina proporcionar maior defesa contra
degradagado enzimatica (ROSAS & CASADEVALL, 2001) e radicais livres (POLACHECK,
PLATT, & ARONOVITCH. 1990; JACOBSON E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL,
1993; WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995). Portanto, a agao de enzimas digestivas e
espécies reativas apds a fagocitose de C. neoformans presentes no fagolisossomo
poderia ser mitigada pela melanina. A produgcdo de melanina por Aspergillus fumigatus,
Paracoccidioides brasiliensis, Talaromyces marneffei, Rhizopus spp e Sporotrix schenckii
também reduziu a fagocitose dos fungos pelos fagécitos, além de aumentar sua
resisténcia a destruigao intracelular (JAHN et al, 2002; da SILVA et al, 2005 ; SAPMAK et
al, 2016; SOLIMAN et al, 2020; Portanto, a melanina parece estar envolvida na inibicdo da

fagocitose e conferindo maior persisténcia do fungo durante a infecgao.

Nossas descobertas sugerem que a infecgédo por C. neoformans € capaz de induzir
a ativagcao do NF-kB como afirmado anteriormente em estudos anteriores (Bem-Abdalah
et al., 2012; Hayes et al., 2016), no entanto nem a melanina e o LAC1 parecem interferir
com isso. processo. Pudemos ver pela primeira vez que a infecgdo por C. neoformans
também é capaz de causar ativacdo da via IRF e que tanto a melanina quanto a LACA1
parecem nao ter participagdo. A ativagado da via NF-kB é responsavel por promover a
expressao de alguns mediadores de inflamacédo, bem como de alguns componentes do
inflamassoma, como ASC, IL-1B, IL-8 e IL-6 (Liu et al., 2017). Talvez isso justifique porque
pudemos observar um aumento na abundancia de alguns componentes do inflamassoma
apos a infecgao por fungos.

Ja foi averiguado que isolado clinicos vindo de pacientes vivendo com AIDS e com
meningite criptocdcica, onde isolados com maior atividade de lacase tiveram mais
fagocitose por macrofagos ex-vivo (SABIITI et al, 2014). O fato de haver maior fagocitose
estava diretamente relacionado com maior carga fungica presente no fluido
cérebro-espinhal, ou seja, a LAC1 de C. neoformans poderia estar relacionada com um
pior prognostico desses pacientes. Além disso, nosso grupo ja havia observado menor
fagocitose em leveduras de C. neoformans deficientes em LAC1 em macr6fagos murinos

(dados n&o publicados). Porém nao foi possivel atestar aumento de fagocitose na
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presenca de LAC1, mais estudos precisam ser feitos para constatar se de fato essa

enzima pode interferir na fagocitose ou ndo das leveduras.

Ademais, foi observado em nosso trabalho que, embora houvesse menos
leveduras intracelulares quando produziam melanina, essas tiveram uma sobrevivéncia
aumentada, gerando maiores CFUs quando comparadas com leveduras sem melanina.
Isso pode ser explicado pelo fato de a melanina conferir maior defesa a degradacao
enzimatica (ROSAS & CASADEVALL, 2001) e aos radicais livres (POLACHECK, PLATT,
& ARONOVITCH. 1990; JACOBSON E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL, 1993;
WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995). Com isso, a acado de enzimas digestivas e de
espécies reativas apds a fagocitose de C. neoformans presentes no fagolisossomo

poderiam ser amenizadas pela melanina.

Devido ao fato de termos observado que a cepa ALAC1 também é capaz de
produzir melanina, mesmo que de forma mais retardada quando comparado com a cepa
selvagem, sugerimos que podem haver outras enzimas responsaveis pela produgao de
melanina a partir da L-DOPA ou que colaboram com a producao dessa molécula. A lacase
2 poderia ser uma dessas enzimas, visto que esta possui 75% de similaridade com a
LAC1, também ¢é induzida pela privacédo de glicose e sua auséncia causa apenas um
pequeno atraso na produg¢ao de melanina (PUKKILA-WORLEYN et al, 2005). A presenca
apenas da lacase 2 na cepa ALAC1 poderia estar compensando a atividade da LAC1 e
sendo responsavel pela produgdao de melanina nessa cepa de forma atrasada quando

comparada com a selvagem.

Além disso, observamos que quanto maior a densidade de leveduras inoculadas
mais rapido ocorria a melanizagdo desses micro-organismos. Isso talvez possa ser
explicado pelo fato que as células de C. neoformans conseguem secretar fatores para o
meio extracelular e comunicar as demais para que possam se proteger de um
determinado sinal de estresse. A presenga de quorum-sensing ja foi observado em C.
neoformans, onde esses fatores liberados conseguiram provocar maior crescimento,
assim como também induziu uma melanizagdo mais rapida nas leveduras
(ALBUQUERQUE et al, 2013)

Independente da produgdo de melanina, a lacase 1 pode ser responsavel por
promover viruléncia por si s0, visto que ela é requerida para que o C. neoformans possa
realizar exocitose nao-litica in vitro (FRASAO et al, 2020), o que confere vantagens ao
fungo. A presenca da melanina também facilitou sua disseminagao (NOVEER et al, 2004),

promoveu maior sobrevivéncia das leveduras e recrutamento de leucdcitos nos pulmodes
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de animais infectados (MEDNICK, NOSANCHUK & CASADEVALL 2005) e aumentou a
letalidade de animais infectados (SALAS et al, 1996).

Sabe-se agora que espécies de fungos que causam doengas em mamiferos séo
capazes de ativar inflamassomas, principalmente pelo sensor NLRP3, incluindo Candida
albicans e Aspergilus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis,
Malassezia spp., e Microsporum canis (Joly et al., 2009; Hise et al., 2009; Mao et al.,
2014; al., 2015; Amorim et al., 2019). Além disso, C. albicans e A. fumigatus provocaram
morte celular e formagdo de inflamassoma pela ativagdo de proteinas das vias de
piroptose e apoptose, como CASP1, CASP3, CASP7 e CASP8, além da clivagem de
GSDMD (Banoth et al., 2020).

Acapsular C. neoformans e zymosan foram capazes de ativar o inflamassoma,
especificamente pelo inflamassoma do eixo NLRP3-CASP1, e morte de macrofagos,
porém, tanto C. neoformans capsular, GalXM, GXM inibem esses fenétipos (CHIAPELLO
et al, 2003; CHIAPELLO et al, 2004 CHIAPELLO et al., 2008; VILLENA et al., 2008;
Curiosamente, a auséncia de CASP1 causou ativacao do inflamassoma NLRP3-CASP8
n&do candnico (Chen et al., 2015). Além disso, alguns metabdlitos fungicos, como o acido
DL-indole-3-lactico (ILA), também diminuiram a ativagdo do inflamassoma e a morte
celular nas células hospedeiras (Burgel et al., 2020). Portanto, alguns componentes do C.
neoformans sdo capazes de provocar morte celular e inflamagao, enquanto outros podem
modular estas caracteristicas em células hospedeiras infectadas. Porém, até hoje, ndo
temos estudos anteriores relacionando a melanina ou LAC1 com a ativagdo do

inflamassoma e morte celular.

Nossos achados também indicam que a infecgdo por C. neoformans provocou
células mais viaveis no inicio da infeccdo em comparacdo com células nao infectadas,
indicando provavelmente uma indugéo de replicagdo de macréfagos. Alguns trabalhos ja
descreveram que a infecgdao por C. neoformans poderia desencadear a mitose de
macrofagos, aumentando a progressao para a fase S, dependente do reconhecimento do
receptor Fc e do complemento, porém independente da fagocitose (Luo, Tucker &
Casadevall, 2005; Luo et al., 2006 ). No entanto, a presenga intracelular de C. neoformans
induz a proliferagéo e producdo de Ciclina D1 apenas nas primeiras horas de infecgéo e
depois a sua abundancia comeca a diminuir significativamente ao longo da infec¢do (Luo
& Casadevall, 2010). No entanto, na infecgdo prolongada, os danos nas células do

hospedeiro sao consideraveis e ocorre a morte celular, o que € observado em nosso
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trabalho e em outros (MATSUNAGA & ITO, 2000; CHIAPELLO et al, 2003; Guo et al.,
2014, Chen et al., 2014, Chen et al. ., 2015, Coelho et al., 2015 THAK et al, 2020).

Pudemos notar que a presenga de melanina em C. neoformans provocou mais
morte litica, o0 que esta correlacionado com a clivagem mais precoce de CASP1, CASP3,
CASP8 e GSDMD, embora a melanina tenha promovido muito menos fagocitose de
células de levedura no inicio da infeccédo. e a ativagcdo de CASP1, CASP3 e CASP8 ja
foram observadas em cinética semelhante em outros estudos, corroborando nossos
achados (Chen et al., 2015; Coelho et al., 2015). Porém, é a primeira vez que a produgao
e clivagem de GSDMD foi observada sob infecgdo por C. neoformans e que seus fatores
de viruléncia podem modula-la. Nas demais infecgdes, a GSDMD ¢é a unica proteina da
familia Gasdermin, que promove prote¢ao contra Salmonella (Fattinger et al., 2023). Além
disso, acredita-se que a GSDMD inicia a morte por piroptose (He et al., 2015; Liu et al.,
2016; Aglietti et al., 2016), o que poderia explicar a morte litica na infeccdo tardia,

observada ao mesmo tempo que a GSDMD é mais clivado e, consequentemente, ativo.

A mitocdndria esta relacionada a produgcdo de ERO e, consequentemente, a
ativagdo do inflamassoma (Wiese et al., 2012). Além disso, muitos patdégenos estédo
envolvidos na manipulagdo de fungdes mitocondriais, como bactérias e protozoarios
(Rudel, Keep & Kozjak-Pavlovic, 2010; Hwang et al., 2010). Descobriu-se recentemente
que o GSDMD também promove a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e a
piroptose (Miao et al., 2023). Ja foi relatado que a infecgdo por C. neoformans poderia
desencadear despolarizagdo e mau funcionamento mitocondrial in vitro e in vivo (Coelho
et al., 2015). Como nosso trabalho encontrou clivagem e provavelmente ativacdo da
GSDMD, e outros trabalhos estabeleceram uma ligacdo entre a infeccdo por C.
neoformans e o comprometimento mitocondrial, levantamos a hipotese de que a GSDMD
possivelmente esteja relacionada a esse fendétipo, atraindo para membranas mitocondriais

externas e internas e promovendo sua permeabilizagao.

A explicagado pela qual o CASP3 clivado acompanha a cinética de clivagem do
GSDMD pode ser devido ao fato de que o CASP3 ativa as claves N-terminais do GSDMD,
a fracdo que promove a formacao de poros e a piroptose. Entdo a ativacao de CASP3
poderia atuar como um regulador negativo para controlar a morte litica e a maturagao de
IL-1B (Wright et al, 2024).

Além disso, a presenca de LAC1 promoveu clivagem tardia de CASP1 e CASP3. E
a primeira vez que se observa a influéncia da melanina e LAC1 nos componentes dos

inflamassomas e sua interferéncia na morte celular.
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Também foi observada maior ativagdo de caspase 8 por macréfagos infectados
com C. neoformans apenas nos momentos iniciais da infec¢ao e na auséncia de LAC1,
porém esse fendbmeno foi diminuido nas horas finais de infecgdo, associando-se a uma
ativacao maior de caspase 1. Esse fato concorda em parte com a observagdo de uma
diminuigcdo acentuada de apoptose entre o inicio e fim da infecgdo, com os tempos mais
tardios tendo a morte litica como majoritaria. Ja é sabido o papel da caspase 8 como
crucial para iniciar o processo de apoptose dependente de receptores Fas, TNFR1, TRAIL
e DR3 (KRUIDERING & EVAN, 2000; TUMMER & GREEN, 2017). Enquanto isso, a
caspase 1 esta intrinsecamente relacionada com a morte piroptética (FRANCHI et al,
2009; MIAO, RAJAN & ADEREM, 2011).

E sabido que a morte celular ocasionada por C. neoformans é dependente da
viabilidade e fagocitose das leveduras pelos macréfagos, visto que leveduras
encapsuladas nao opsonizadas conseguem escapar da fagocitose, ndo estdo aptas a
provocar morte, ativagdo de IL-1B e CASP1 e oligomerizacdo de ASC, ja cepas sem
capsula sim (GUO et al, 2014; CHEN et al, 2015). Isso indica que a morte celular sé pode

ser desencadeada quando o patdégeno é reconhecido no interior da célula invadida.

E importante salientar que ndo ha trabalhos relatando a influéncia da melanina e da
LAC1 na morte e na inflamagao de células hospedeiras, tampouco de macréfagos
humanos. Portanto, nosso trabalho é o primeiro a analisar o efeito desses fatores de
viruléncia de C. neoformans no contexto de morte celular e producdo de mediadores
inflamatdrios por células humanas, trazendo grandes avangos para area de imunologia e

viruléncia da criptococose.
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7. Conclusao
Podemos atestar que mesmo com a auséncia de LAC1 em C. neoformans, é

possivel que o fungo produza melanina na presenca de seus precursores. Isso indica
haver outras enzimas também responsaveis pelo processo de melanizagdo, que ainda
sdo pouco estudadas, abrindo a possibilidade de novos campos de pesquisa sobre o
agente etiologico em questdo. Além disso, € provavel que haja uma participagado de
quorum-sensing no processo de melanizagao dessas leveduras, visto que quanto maior a
densidade celular, logo maiores fatores extracelulares secretados, mais rapido ocorre a

producado de melanina.

O soro humano se apresentou como melhor alternativa para propiciar a
opsonizacdo de leveduras de C. neoformans e sua internalizagdo por macrofagos
humanos, e nao houve diferenga de opsnonizacdo usando soro fresco ou o usando
depois de ter sido congelado. Como ja foi visto em outros estudos, neste também
podemos conferir que na auséncia de agente opsonizante, a fagocitose do fungo é
basicamente abolida. Ademais, 0 soro mesmo sem ser inativado, n&o altera a viabilidade
das células humanas alogénicas se for utilizado abaixo de 40% no momento da interagéao,
assim como também nao altera a viabilidade das leveduras se estas forem incubadas com
soro por 30 min, mesmo se forem incubadas diretamente em soro puro. Nem a melanina
nem a LAC1 interferiram na viabilidade de C. neoformans na presenca de soro, indicando
que esses fatores de viruléncia parecem nao interferir na ativacdo do sistema

complemento do hospedeiro.

Concluimos com este trabalho que a presengca da melanina em C. neoformans,
diminuiu sua fagocitose e sua destruicdo por macréfagos humanos, enquanto LAC1 nas
leveduras ndo parece ter interferéncia na sua internalizagdo, porém diminuiu sua
sobrevivéncia no interior da célula hospedeira. Apesar dessa diferenga na fagocitose, ndo

houve diferenca no numero de leveduras internalizadas por célula no inicio da infeccao.

A infeccdo com C. neoformans provoca maior morte de macréfagos humanos apés
24h de interagao, sendo que ha um maior apoptose das células nos momentos iniciais da
infeccdo, mas que da lugar basicamente a uma morte piroptética nas horas finais.
Ademais, a presenga da melanina inibiu a apoptose durante todo o curso da infeccéo,
assim como a presenca da LAC1, mas esta apenas apés 24 h.p.i. O aumento de
apoptose dos macrofagos nas primeiras horas de infecgdo parece ter uma relagéo direta
com a ativacdo da caspase 8, a qual é clivada nas primeiras horas de infecgdo. Ja a
presenca predominante de morte litica na infeccdo mais tardia coincide com uma

clivagem aumentada de caspase 1 de caspase 3, assim como também ha uma clivagem
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maior de gasdermina D. Os efeitos do fungo nas células hospedeiras e a modulagao

provocado pela melanina e LAC1 estdo sumarizadas na Figura 49.
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Figura 49. Papel da infec¢dao de C. neoformans na fagocitose, inflamagao e morte de macréfagos
humanos e interferéncia da melanina e LAC1 das leveduras nesses mecanismos.

Leveduras de C. neoformans sao fagocitadas por macréfagos sob opsonizagdo com proteinas do sistema
complemento, o que ativa as vias de trasdugcdes do NF-kB e IRF, responsaveis pela expressao de producao
de citocinas inflamatérias e de interferons do tipo I, assim como de seus produtos. Uma parte delas séo
destruidas em seu interior e a outra consegue sobreviver ao longo de 24 h.p.i. O fungo provoca aumento de
producdo de NLRP3, proCASP1 e proCASP8, além das suas respectivas clivagens, embora com cinéticas
distintas. Além disso, a infecgcdo também proporcionou a produgdo de GSDMD e IL-1B, assim como a
clivagem de GSDMD. Podemos observar mais apoptose ocorrendo no inicio da infec¢do, enquanto em
periodos mais prolongados, a morte litica predomina, que talvez possa ser explicado pelo aumento de
clivagem das CASP8 nos periodos mais precoces e de CASP1 e GSDMD nos mais tardios. A presenga da
melanina nas leveduras inibe fagocitose e aumenta a sua sobrevivéncia no interior do macréfago. Esse fator
também inibiu a produgcao de AIM2 no inicio da infecgdo, porém fez aumentar a clivagem de GSDMD,
coincidindo com o aumento de morte litica. Enquanto o LAC1 n&o interferiu na fagocitose, reduziu a
sobrevivéncia das células de levedura dentro dos macrofagos. Além disso, o LAC1 promoveu maior
producédo de NLRP3, inibicdo da clivagem de CASP1 e induziu morte litica.

Além disso, as proteinas NLRP3, CASP8 parecem estar envolvidas nesse
processo no inicio da infecgdo, visto que estas ativas provocaram aumento da apoptose,
enquanto NLRP3, AIM2 e CASP1 proporcionaram uma diminuicdo em fases mais
prolongadas da infecgdo. Ademais, a presenga tanto de melanina como de LAC1 nas
leveduras internalizadas, proporcionou uma mitigagdo da apoptose com consequente

aumento de morte litica das células hospedeiras.
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Ja em relacdo a fagocitose, CASP1 e CASP8 nos macrofagos promoveram mais
fagocitose de leveduras, enquanto CASP1 parece ser dispensavel nesse processo
quando as leveduras produzem melanina. Porém, enquanto NLRP3 parece inibir a
fagocitose de C. neoformans, este provoca o efeito inverso na presenga de melanina.
Nossos dados também sugerem que apenas o AIM2 pode ter um papel na sobrevivéncia
do fungo, visto que sua inibigdo causou uma menor carga fungica, onde a presenga de
LAC1 nas leveduras ocasionou maior sobrevivéncia destas. As funcdes de NLRP3, AIM2,
CASP1 e CASP8 do hospedeiro sob a infecgdo com C. neoformans e como a melanina e

LAC1 deste podem modular esses fatores foram sintetizados na Figura 50.
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Figura 50. Interferéncia de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na fagocitose de C. neoformans e na
inflamagao e morte de macréfagos humanos e interferencia da melanina e LAC1 das leveduras
nesses mecanismos.

CASP1 e CASP8 parece aumentar a fagocitose de leveduras de C. neoformans em macréfagos, porém
NLRP3 causou sua diminuigédo, apesar de tanto NLRP3 e CASP8 estarem relacionado com um acréscimo
de apoptose nas células infectadas. J4 a melanina e LAC1 do fungo mitigou essa morte apoptética. CASP1
parece ja nao ter mais envolvimento na fagocitose das leveduras na presenc¢a de melanina. Apenas o AIM2
de macrofagos parece ter fungdo na sobrevivéncia de leveduras, principalmente quando estas possuem
LACH1, visto que AIM2 proporcionou maior replicagao fungica.

Portanto, nossos dados indicam que C. neoformans é capaz de provocar a morte
de macréfagos humanos. A presenca de melanina e de LAC1 provocam menos morte
apoptdtica, este ultimo apenas em infecgbes prolongadas de 24 h.p.i. No ambito do

hospedeiro, as proteinas NLRP3 e CASP8 parecem ser responsaveis por causar uma
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maior morte apoptotica dos macréfagos sob infecgdo com o fungo, apesar de modular a
fagocitose de modo distinto. J& o AIM2 possibilita maior sobrevivéncia das leveduras
internalizadas. Ja a melanina e LAC1 parecem modular a morte celular de macréfagos,

ocasionando mais morte litica quando comparado com a infecgao sem a presenca desses

fatores de viruléncia.
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