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RESUMO

Cryptococcus neoformans é o agente mais comum da criptococose. Anualmente,
ocorrem cerca de 152 mil novos casos de criptococose, sendo que 73% destes levam à
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 sobrevivência do
fungo no ambiente externo, este componente desenvolveu-se como um importante fator
de virulência durante a interação com o hospedeiro mamífero, favorecendo a infecção. A
cápsula de C. neoformans, fator de virulência mais crítico desse patógeno, já apresentou
alguma interferência na inflamação e morte celular. No entanto, o papel da melanina e da
LAC1 na inflamação e morte das células hospedeiras humanas permanece obscuro.
Portanto, neste trabalho estudamos se a melanina e LAC1 intercedem em mediadores
inflamatórios produzidos por macrófagos humanos e, consequentemente, na sua morte. A
melanina causou menos fagocitose de células de levedura no início da infecção (2 h.p.i),
mas não é possível notar diferença em leveduras internalizadas em períodos mais tardios
(24 h.p.i). Já LAC1 parece não interferir na fagocitose. C. neoformans promoveu ativação
da via NF-κB e IRF; entretanto, a melanina e o LAC1 não interferiram nesse processo.
Pudemos notar que C. neoformans promove mais morte apenas nas primeiras horas de
infecção, com quase três vezes mais apoptose em comparação com células sem
infecção. Porém, na infecção tardia, a morte lítica é predominante e a apoptose quase
inexistente com a interação de C. neoformans. A melanina diminui a apoptose tanto no
início como na infecção tardia, enquanto a LAC1 aumenta a apoptose nos primeiros
tempos, mas atenua a apoptose após 24 h.p.i. A caspase 8 (CASP8) é clivada e ativada
no início da infecção e se mantém ao longo desta. Por outro lado, CASP1, CASP3 e
GSDMD foram clivadas na infecção tardia. A ativação dessas proteínas provavelmente
explica mais apoptose observada no início e morte lítica no final da infecção. Investigando
qual fator do hospedeiro relacionado à inflamação poderia ser afetado pela infecção por
C. neoformans, NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 parecem estar envolvidos, uma vez que
sua inibição afeta a fagocitose de células de levedura, aumenta a morte celular, embora
diminua a apoptose, principalmente nas primeiras horas. Por outro lado, a inibição de
CASP1 causou menos fagocitose e ligeiro aumento de morte no início, que foi mais
pronunciado na infecção tardia. Porém, não conseguimos observar esses fenômenos na
presença de melanina no início da infecção, enquanto a presença de LAC1 pode ser
necessária para desencadear a morte por CASP8 sem afetar NLRP3 e AIM2. Portanto,
melanina e LAC1 de C. neoformans poderiam afetar a inflamação e a morte celular, talvez
mediada por NLRP3, AIM2 e CASP8 das células hospedeiras. 

Palavras-chaves: Criptococose, Cryptococcus neoformans, melanina, LAC1,

macrófagos, infecção, imunidade, inflamação, morte celular 
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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-κB 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 
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“Avalia-se a inteligência de um indivíduo pela

quantidade de incertezas que ele é capaz de suportar. ”

Immanuel Kant
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● TNF-α – Tumor Necrosis Factor alfa, Fator de Necrose Tumoral Alfa
● WT – Wild type, selvagem
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1. Introdução

1.1. Criptococose
A criptococose é uma doença infecciosa causada por fungos basidiomicetos do

gênero Cryptococcus, sendo que a infecção por Cryptococcus neoformans é a mais

comum e disseminada globalmente (MAZIARZ & PERFECT, 2016). Era considerada uma

doença rara até 1970, devido ao fato de não desenvolver sintomatologia em pessoas

imunocompetentes. Porém, com o advento da imunodeficiência adquirida (AIDS, da sigla

em inglês para Acquired immunedefficiency syndrome) e seu auge na década de 80 com

sua característica clínica de causar imunossupressão, fez com que esses pacientes se

tornassem um dos grupos mais vulneráveis à infecção pelo C. neoformans e que o

número 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 óbito

em indivíduos vivendo com HIV/AIDS. (RAJASINGHAM et al., 2022). A criptococose é

considerada a segunda maior causa de morte nesse grupo, atrás apenas da tuberculose

(RAJASINGHAM et al., 2017), sendo responsável por 19% das mortes nesse grupo de

pessoas (RAJASINGHAM et al., 2022). A Figura 1 mostra número de pessoas que

apresentaram antígeno criptocócico, incidência e número de óbitos anuais devido à

criptococose.

Além da imunossupressão causada por HIV, outros pacientes imunossuprimidos

também são grupo de risco para a criptococose, como indivíduos com tumores em

tratamento com quimio/radioterapia e pessoas que receberam transplante de órgãos e

precisam obrigatoriamente fazer uso de imunossupressores. Com a incidência cada vez

maior de tumores sob tratamento e com transplante de órgãos se tornando um

procedimento clínico comum, aumenta cada vez mais a percentagem da população

vulnerável a essa doença oportunista (PERFECT E CASADEVALL, 2002).
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Figura 1. Estimativas globais e regionais da incidência de antigenemia criptocócica, meningite
criptocócica e mortes relacionadas à criptococose. (RAJASINGHAM et al., 2022).

Apesar da enfermidade ter sido descrita há mais de um século, em 1894 (BUSSE,

1894), esta ainda continua sendo uma doença negligenciada, pois afeta em sua grande

maioria pessoas vulneráveis social e economicamente e/ou que foram por muito tempo

estigmatizadas. Mesmo não sendo considerada formalmente pela Organização Mundial

da Saúde (OMS) como negligenciada, apenas 0,5% de financiamento e pesquisa

destina-se à área (RODRIGUES, 2016). O C. neoformans é encontrado por todo mundo e

geralmente está associado à excretas de aves, como pombos (EMMONS, 1955;

LITTMAN & SCHNEIERSON,1959; KWON-CHUNG, BENNETT, 1984;

CASTANÓN-OLIVARES & LÓPEZ-MARTÍNEZ,1994; ROSARIO ET A., 2005; GHADERI,

EIDI, & RAZMYAR 2019).

Estima-se que 80% de crianças são infectadas com C. neoformans em áreas

urbanas, apesar de não 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

antígenos do C. neoformans (CHEN et al., 1999), mostrando como é um patógeno

disseminado, apesar da doença ser rara. Atualmente, cerca de 1 milhão de pessoas

sofrem de meningite causada pelo C. neoformans e mais de 60% falecem em até 3

meses após o diagnóstico (SABIITI & MAY, 2012).

16



O indivíduo 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 pulmão e alcançam os alvéolos (HATCH, 1961; POWELL et al., 1972;

NEILSON, FROMTLING, BULMER, 1977). Células fagocíticas nos próprios pulmões,

como macrófagos alveolares (LEVITZ, 1994; MANSOUR & LEVITZ, 2002), são capazes

de fagocitar esses fungos (VECCHIARELLI et al., 1994), inibindo sua propagação inicial.

A fagocitose de C. neoformans também induz a produção de mediadores

inflamatórios e o recrutamento de outras células fagocíticas e imunológicas para o sítio de

infecção, que geralmente culminam na formação de uma barreira. As células do

hospedeiro rodeiam os patógenos, condição que pode associar-se à necrose do tecido

conjuntivo adjacente. Essa barreira é denominada de granuloma, onde os fungos ficam

retidos e sua replicação é controlada, podendo o patógeno 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 respiração, dor no peito, febre e perda de peso

(PERFECT & CASADEVALL, 2002; CDC, 2020) mas a grande maioria das pessoas

permanece assintomática (GARCIA-HERMOSO, JANBON & DROME, 1999). A quebra da

integridade da barreira do granuloma pode ser desencadeada durante quadros de

imunossupressão e em pessoas imunossuprimidas. Nesse momento, leveduras ou

fagócitos com estas internalizadas podem ter acesso a outras áreas do pulmão, podendo

desencadear pneumonia, ou terem acesso aos vasos sanguíneos adjacentes,

disseminando o fungo de forma sistêmica.

Geralmente os fungos de C. neoformans possuem tropismo pelo sistema nervoso

central, principalmente pelo cérebro (CDC, 2022), alcançando este órgão por meio da

penetração da barreira hematoencefálica, tanto pelas leveduras livres, como por elas

internalizadas em fagócitos (WOO & MARTINEZ, 2021). Atingindo o cérebro, as leveduras

conseguem colonizar o local e promovem um processo inflamatório, podendo ocasionar

meningite (CASADEVALL & PERFECT, 1998; HEITMAN et al., 2011). Isso pode gerar

dores de cabeça, letargia, febre, dor no pescoço, náusea, coma e perda de memória

(PERFECT & CASADEVALL, 2002; PERFECT, 2015; CDC, 2022). Dependendo da sua

gravidade e tempo de diagnóstico, a inflamação pode ser bastante acentuada,

acarretando no óbito do indivíduo infectado. A Figura 2 ilustra o processo de transmissão

e o estabelecimento da criptococose.
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Figura 2. Transmissão e patogênese da criptococose de C. neoformans.

Representação esquemática de ciclo de transmissão, órgãos afetados, características clínicas e
disseminação de C. neoformans em humanos no curso da infecção. 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 então se alojam no pulmão, onde inicia-se
um processo de migração leucocitária para o sítio de infecção, gerando a formação de um granuloma.
Geralmente o granuloma consegue reter o espalhamento do patógeno e conter a infecção, mas em
organismo imunocomprometidos, essa “barreira” não é tão eficiente, permitindo o escape e disseminação 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 região. Isso acarreta no desenvolvimento de uma
inflamação, gerando meningite, o que pode ocasionar dores de cabeça, letargia, febre, dor no pescoço,
náusea, coma e perda de memória. Figura criada no BioRender.

1.2. Reconhecimento de patógenos, formação de inflamassomas e produção de
mediadores inflamatórios

Ao longo da evolução, os organismos vivos desenvolveram diferentes receptores e

métodos para reconhecer moléculas exógenas 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

patógenos possuem características bem preservadas e selecionaram ao longo do tempo

esses receptores em seus hospedeiros, permitindo que possam ser reconhecidos,

identificados e haja a indução de alguma resposta que possa amenizar seus danos no

organismo invadido, e assim, permitir sua sobrevivência. Essas moléculas são
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denominadas como padrões moleculares associados a patógeno (PAMP, da sigla em

inglês Pathogen Associated Molecular Patterns) (JANEWAY, 1989). Alguns exemplos são

lipopolissacarídeo (LPS), flagelina de bactérias, RNA de fita simples ou dupla (geralmente

provenientes de vírus) e DNA exógeno não-metilado (oriundo de protozoários).

Geralmente esse reconhecimento é denominado de primeiro sinal de ativação, mas

comumente por si só não é capaz de tornar a célula responsiva (TAKEUCHI & AKIRA,

2010).

As invasões de células do hospedeiro por agentes exógenos podem desencadear

estresse e danos, que são reconhecidos e conseguem gerar sinais de alerta ao

organismo, para que este possa iniciar um contra-ataque e evitar mais danos. Esses

sinais são comumente conhecidos como padrões moleculares associados a danos

(DAMPs da sigla em inglês para Damage Associated Molecular Patterns). O DNA situado

no compartimento citoplasmático e o desbalanço acentuado de íons, como K+ são

considerados DAMPs ,por exemplo, pois estão localizados em locais ou em níveis

atípicos, o que pode indicar um sinal de estresse celular (TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Geralmente são denominados de indutores de segunda sinalização, pois ela é necessária

para desencadear uma resposta na célula hospedeira e é uma forma de regulação para

que células não se ativem contra micro-organismos inócuos, como a microbiota intestinal,

por exemplo, ou à danos comuns gerados no organismo diariamente. Se uma molécula

ou organismo começa a ser nocivo e causa dano tecidual, essa célula interpreta esses

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

Ao reconhecer um agente invasor potencialmente danoso, umas das primeiras

reações do hospedeiro é tentar induzir a sua morte pelo alvejamento com proteínas do

sistema complemento ou realizar a fagocitose com o intuito de conter sua disseminação,

controlar sua replicação, e assim evitar o desenvolvimento de uma doença. Caso o

sistema complemento não consiga promover a eliminação do patógeno, ele pode ao

menos permitir a sua opsonização e facilitar seu reconhecimento e fagocitose por células

do organismo, visto que as células possuem receptores para essas proteínas. Ao ser

fagocitado, o agente fica contido em um vacúolo denominado de fagossomo, onde há a

fusão de vesículas contendo enzimas digestivas, como os lisossomos, formando o

fagolisossomo, com o intuito de promover a degradação do agente exógeno (ROSALES &

URIBE-QUEROL, 2017)

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

de vias inflamatórias, como a via do NF-kB e dos fatores regulados por interferons (IRF,
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da sigla em inglês para Interferon Regulated Factors). A ativação dessas vias ocasiona a

expressão de genes e produção de proteínas envolvidas em respostas inflamatórias,

como IL-1, IL-6 e TNF, que irão regular a morte celular, modificar a permeabilidade do

endotélio vascular, recrutar células para o sítio de infeção/inflamação e induzir a produção

de proteínas de fase aguda (TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Quando o agente capturado é fagocitado por células apresentadoras de antígenos

(APCs, da sigla em inglês Antigen Presenting Cells), como macrófagos ou células

dendríticas, essas são capazes de processar os antígenos após a degradação do

patógeno, e complexá-los em moléculas específicas que são transportadas para a

membrana e ficam expostas na porção extracelular. Isso permite que o antígeno do

patógeno fique exposto e possa ser reconhecido por outras células que possuam

receptores compatíveis.

Assim, quando APCs migram para linfonodos, elas são capazes de apresentar

esses antígenos para linfócitos T, que estão em estado latente, além de estimulá-los com

outros receptores e produção de citocinas que os ativarão, tirando-os da latência. As

APCs são capazes de produzir conjuntos de citocinas distintas dependendo do tipo de

patógeno capturado, permitido a diferenciação desses linfócitos, agora responsivos, em

subtipos diferentes, ou seja, especializados em reconhecer e agir em células infectadas

por diferentes invasores (KAIKO et al., 2008)

Os linfócitos agora podem migrar até o sítio de infecção e promover respostas

distintas, como ativar macrófagos infectados para que eles intensifiquem seu potencial

microbicida, aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio

(resposta Th1). Outra resposta desses macrófagos pode ser a deposição de matriz,

angiogênese, reparo do tecido danificado e cicatrização, promovendo uma resposta de

“resolução da inflamação” para reconstituir a homeostasia (resposta Th2). Os linfócitos

podem induzir também o recrutamento de fagócitos ao local inflamado, como neutrófilos,

e aumentar a indução de fagocitose para neutralizar os patógenos que ainda estão

extracelulares, além de promover produção de peptídeos antimicrobianos (reposta Th17)

(KAIKO et al., 2008)

Apesar da resposta imunológica do hospedeiro, ao longo da evolução, os

patógenos 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, há a presença de sensores no interior da célula

hospedeira que são capazes de reconhecer tanto PAMPs quanto DAMPs em seu interior

20



e sinalizar para a célula que foi invadida. Uma resposta que pode ocorrer, caso o invasor

não seja degradado na fagocitose, é promover a morte da própria célula hospedeira. Isso

poderia acarretar tanto a destruição do nicho de replicação daquele agente, assim como

permitiria que esse possa ser liberado novamente para o meio extracelular e para que

possa ser destruído por componentes da imunidade humoral ou por um outro fagócito

(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 formação de inflamassomas, ou pela

ligação de diferentes mediadores inflamatórios 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 proteína sensora (NLRP3,

NLRP1, NLRC4, AIM2), que consegue reconhecer PAMPS ou DAMPs e que pode se

associar com uma proteína adaptadora denominada ASC (apoptosis-associated

speck-like protein containing a CARD - caspase activation and recruitment domains), que

possui vários sítios de ligações para múltiplas caspases, podendo se associar com

caspase 1 (CASP1) ou caspase 8 (CASP8), por exemplo. Essas caspases são proteínas

naturalmente inativas, que ao se associarem ao inflamassoma são clivadas, acarretando

sua ativação. A partir da ativação, as caspases se tornam aptas a clivarem seus

substratos, incluindo a citocina inflamatória interleucina-1 β (IL-1β ou IL1B) e outras

caspases efetoras que desencadeiam apotose, como caspase 3 e 7, e proteínas efetoras

de piroptose, como a Gasdermina D (GSDMD), ambas também presentes nas suas

formas inativas, permitindo sua ativação e tornando-as aptas a realizarem suas funções

biológicas (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-1β é ativada, ela é secretada pela célula atacada e se liga a

receptores em células vizinhas, propagando um sinal de invasão do organismo. Essa

sinalização provoca ativação de linfócitos, produção de proteínas de fase aguda,

permeabilização do endotélio, recrutamento de leucócitos para o sítio de infecção e causa

alguns efeitos sistêmicos no organismo como febre.

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

organismos multicelulares e tem função importante em processos de desenvolvimento
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embrionário, homeostasia e respostas imunológicas. Inúmeras células morrem todos os

dias e são recicladas, sendo fagocitadas e seus componentes reutilizadas por essas

células saudáveis. Geralmente essas células morrem através de uma morte programada

e silenciosa, a fim de manter as condições normais do organismo sem causar um grande

“alarde”, sinalizando que aquele processo biológico não é incomum. Mas em casos

atípicos em que a a homeostasia é drasticamente afetada, como em doenças crônicas,

autoimunes e infecções por agentes exógenos, um número massivo de células pode

morrer em um espaço curto de tempo, liberando quantidades anormais de moléculas que

sinalizam dano (DAMPs), o que deixa as células das redondezas em estado de alerta.

Isso recruta mais fagócitos para o local para “limpar a bagunça”, controlar a proliferação

do agente invasor, caso este esteja presente, iniciar o reparo tecidual, a fim de

restabelecer a homeostasia do organismo. Portanto, há diferentes tipos de morte que uma

célula pode sofrer, umas mais discretas e silenciosas que não provocam tantas alterações

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 são denominadas de apoptose,

piroptose e necroptose (BERTHELOOT, LATZ, & FRANKLIN, 2021).

A formação canônica de inflamassomas, provoca a ativação de CASP1 e a

consequente clivagem e ativação de seus respectivos substratos, como mencionado na

seção anterior. Um dos substratos da CASP1 é a gasdermina D (GSDMD), que é

produzida na sua forma inativa, porém, quando clivada pela CASP1, sua porção

N-terminal de cerca de 31 kDa é ativa (SHI et al., 2015). Esta é capaz de se ancorar à

membrana plasmática celular e se oligomerizar nesta região, promovendo a formação de

uma estrutura em forma de poro, que culmina no extravasamento de material

citoplasmático, na liberação massiva de mediadores inflamatórios como a IL-1β e a morte

da célula alvo denominada de piroptose (AGLIETTI et al., 2016; SBORGI et al., 2016,

WANG et al., 2020). Há outras caspases que também podem se associar ao

inflamassoma de forma não canônica 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 consequência deste desfecho, há a destruição do nicho de replicação de

patógenos intracelulares e a liberação de mediadores inflamatórios para o exterior para

sinalizar às outras células um potencial perigo. Esse tipo de morte é denominado como
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piroptose, visto que está associada à inflamação (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, é denominado de apoptose, a

qual pode ocorrer por duas vias distintas: a intrínseca e extrínseca. A via intrínseca pode

ser engatilhada por sinais de estresse ocorridos no interior das células, como dano no

DNA causado por agente físicos, químicos ou biológicos. Esses danos acarretam na

permeabilização da membrana externa da mitocôndria e a liberação do citocromo C para

o citoplasma, através da formação de poros na membrana mitocondrial por proteína da

família BCL-2, como BAX e BAK, quando oligomerizados. A liberação 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 há 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 apoptótica. Esse tipo de morte é caracterizado por

fragmentação do DNA, perda de receptores de membrana, desestabilização da bicamada

lipídica da membrana plasmática com exposição de lipídeos para o exterior da célula

(como as fosfatidilserina) e formação de vesículas.

Na via extrínseca ocorre o mesmo desfecho final observado na via intrínseca,

porém, esta é inicializadas por outros estímulos, como a ligação de agonistas a

receptores de morte como proteínas da família dos fatores de necrose tumoral (TNF)

(YERETSSIAN et al., 2011), pelo estímulo do receptor Fas com seu agonista Fas ligante

(Fas-L) (HUANG et al., 1999 e WARING & MULLBACKER, 1999), ou ligação de PAMps

aos seus respectivos receptores. Esse reconhecimento culmina no recrutamento de

caspase 8 (CASP8), que sofre clivagem e sua consequente ativação, podendo agora

ativar as CASP3 e CASP7, acarretando na ativação de toda cascata de apoptose vista

anteriormente. Todos os mecanismos de mortes descritos aqui são ilustrados na
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Figura 3. Reconhecimento, fagocitose e mecanismos efetores ativados por patógenos reconhecidos
intracelularmente.
Patógenos possuem moléculas conservadas que podem ser reconhecidas por receptores reconhecedores
de padrões presentes na superfície de células hospedeiras (PRRs,da sigla em inglês para Pattern
Recognition Receptors) e desencadeiam um processo de fagocitose (1), onde o patógeno é internalizado e
retido intracelularmente, formando o fagossomo (2). Com isso, há ativação de vias no interior da célula,
como a via do NF-κB (3), que causam o deslocamento de fatores de transcrição para o núcleo e
consequente transcrição e tradução de mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-1Β, a fim
de sinalizar às células da vizinhança sobre uma possível invasão e ameaça do hospedeiro. Porém, alguns
desses mediadores inflamatórios são produzidos na sua forma inativa, sendo necessário a ativação de
outras vias adicionais intracelulares para causar sua ativação e ter seu efeito biológico. A formação do
fagossomo desencadeia a fusão de vesículas contendo lisossomos (4), liberando enzimas hidrolíticas em
seu interior e formando o fagolisossomo (5), com a finalidade de causar a degradação do agente invasor. O
patógeno, portanto, pode ser degradado e sua colonização contida, ou este pode possuir fatores de
virulência que neutralizam a ação das enzimas hidrolíticas, permitindo seu escape desse compartimento
para o citoplasma (6). Lá, tanto alguns componentes do agente invasor, como componentes de estresse
celular do próprio hospedeiro ocasionado pela invasão de agentes exógenos podem ser “sentidos” pela
própria célula, através de proteínas sensoras, que podem reconhecer desbalanço de íons como de potássio,
DNA no citoplasma e componentes conservados de bactérias e fungos (7). Algumas dessas proteínas
sensores são NLRP3, AIM2 e NLRC4, que são recrutadas para o sítio de infecção e ocasionam o
recrutamento de outras proteínas, como a proteína adaptadora ASC, que se associa a proteína sensora e
possui domínios recrutadores de caspases, onde estas conseguem ser recrutadas para o local e se
associam a ASC-proteína 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 ativação de caspases (10), que agora conseguem agir sob seus substratos. No caso de
CASP1 ativa, clivam proteínas como IL-1Β e GSDMD-FL, clivando-as e ativando-as (11). A porção
amino-terminal de GSDMD (GSDMD-N) é capaz de se oligomerizar com outras e formar uma estrutura de
poro a membrana plasmática, causando extravasamento de material citoplasmático e causando morte da
célula conhecida como piroptose. Caso seja ativada CASP8, esta cliva outras caspases que promovem a
apoptose da célula. IL-1Β clivada pode ser secretada para a porção extracelular, onde consegue se ligar em
células vizinhas e sinalizar para essas uma provável ameaça ao organismo. Além disso, pode provocar
efeitos moleculares e celulares, como induzir produção de proteínas de resposta da fase aguda pelo fígado
e ativar linfócitos, assim como efeitos sistêmicos, como promover febre no organismo. Figura criada no
Biorender.
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Alguns patógenos podem se beneficiar de uma morte em detrimento de outra,

dependendo de vários fatores, como condição do hospedeiro,se é um patógeno intra ou

extracelular, patogênese da infecção, tipo de cepa, etc. Assim como as células também

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

1.4. Resposta imunológica contra C. neoformans e seus mecanismos de evasão

Células do hospedeiro, como fagócitos, também conseguem reconhecer moléculas

específicas de C. neoformans que mostram que ele é um agente exógeno 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) são capazes de reconhecer moléculas presentes

no fungo. A importância desses receptores dentro dessa infecção é ressaltada pelo fato

de que seu estímulo prévio proporcionou aumento da fagocitose e da ativação de células

por C. neoformans (REDLICH et al., 2013). Da mesma forma, proteínas do sistema

complemento também auxiliam na opsonização e reconhecimento das leveduras por

receptores, devido a deposição 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 interação é mediada principalmente pelos receptores de

complemento CR1, CR3 e CR4 (LEVITZ & TABUNI, 1991; ZARAGOVA, TABORDA &

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

Sem a presença de um agente opsonizante, como proteínas do sistema

complemento, a ancoragem e a internalização deste fungo é drasticamente reduzida, mas

não abolida (BOLAÑOS & MITCHELL, 1989a; BOLAÑOS & MITCHELL, 1989b; LEVITZ &

TABUNI, 1991, GUERRA et al., 2014). A importância do sistema complemento na

infecção por C. neoformans é ressaltada pelo fato de que a falta da opsonização em

experimentos in vivo ocasiona suscetibilidade ao patógeno (RHODES, WICHER & URBA,

1980), além de já ter sido encontrado danos nos receptores de complemento do tipo 3 de

monócitos de pacientes com HIV/AIDS, sugerindo que pode ser um fator que dificulta a

fagocitose das leveduras e torna essa população vulnerável à infecção (MONARI et al.,

1997). Ademais, pacientes que sofreram de sepse devido ao C. neoformans

apresentaram depleção do sistema complemento (MACHER et al., 1978).
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Esse reconhecimento via opsonização acaba desencadeando fagocitose das

leveduras em células fagocíticas como macrófagos, monocitos, células dendríticas e

neutrófilos (MONARI et al., 1997, VECCHIARELLI et al., 1998, SYME et al., 2002;

ROHATGI &PIROFSKI., 2016), que parece ser dependente de polimerização de actina

(GUERRA et al., 2014). O reconhecimento e fagocitose das leveduras promovem a

ativação de fatores de transcrição e seu translocamento para o núcleo, como NF- κB via

MyD88, que promovem a produção de mediadores inflamatórios (YAUCH et al., 2004;

BIONDO et al., 2005), a fim de promover sua degradação e sinalizar para células vizinhas

sobre uma invasão do organismo.

Todavia, em modelos animais foi notado que apesar de haver a internalização das

leveduras pelos macrófagos, não houve uma destruição 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

imunológico e se manter infectando o hospedeiro. Isso pode ocorrer devido ao C.

neoformans produzir fatores de virulência, como urease e cápsula, 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). Já foi visto

também que C. neoformans é capaz de inibir a fusão de lisossomos ao fagossomo

(VECCHIARELLI et al., 1994)

Macrófagos e células dendríticas também atuam como células apresentadoras de

antígenos, apresentando antígenos de C. neoformans a linfócitos T e produzindo citocinas

que auxiliam na sua proliferação (VECCHIARELLI et al., 1994; NELSON, HAWKINS, &

WOZNIAK, 2020) e na sua diferenciação, a fim de que possa promover um tipo específico

de resposta imunológica contra o agente etiológico. Já foi visto que quando é produzido

citocinas de respostas Th1 (IFN- γ e TNF-α) e Th17 (IL-17), há uma diminuição da carga

parasitária, já a presença de citocinas da resposta Th2 (IL-4 e IL-13) aumentam a

proliferação 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 fagócitos, como macrófagos, podem

auxiliar na infecção pelo C. neoformans, pois a depleção desse tipo celular permite maior

sobrevivência de camundongos, apesar dessa depleção em ratos os tornarem mais
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susceptíveis à infecção (KECHICHIAN et al., 2007; SHAO et al., 2005). Além disso, já foi

visto que monócitos podem auxiliar na disseminação de C. neoformans que foram

internalizadas para o cérebro (CHARLIER., et al., 2009), mostrando que células do próprio

hospedeiro podem atuar como “cavalos de Tróia” no curso da doença. Isso salienta a

importância crucial de células imunológicas na infecção pelo patógeno e seu papel dúbio

entre controlar ou auxiliar a colonização pelo agente etiológico. A Figura 4 ilustra a

resposta imunológica contra C. neoformans, mecanismos de escape da imunidade do

fungo e desfechos clínicos.

A evasão do C. neoformans do sistema imunológico e o estabelecimento de uma

infecção de sucesso se deve a características intrínsecas deste fungo que conferem

virulência e o torna patogênico para humanos. As principais delas e mais estudadas são a

presença de uma cápsula polissacarídica que o envolve, sua resistência à temperatura

corporal de mamíferos e a capacidade de produzir melanina (McClelland, Bernhardt, &

Casadevall, 2006).

Figura 4. Resposta imunológica contra C. neoformans, mecanismos de evasão da imunidade do
fungo e desfechos clínicos.

Leveduras de C neoformans possuem moléculas conservadas (PAMPs) que podem ser reconhecidas por
receptores da superfície de células hospedeiras. Porém, a presença de cápsula em algumas cepas pode
mascarar esses PAMPs e impedir seu reconhecimento por seus respectivos receptores. O alvejamento da
cápsula de C. neoformans por proteínas do sistema complemento e por anticorpos, seria uma forma de
driblar esse mecanismo de evasão do patógeno, 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 imunológico do hospedeiro etc., portanto, pode ocorrer a destruição do fungo ou a sua contenção no
interior de macrófagos e outros fagócitos, levando a um controle da infecção, o que gera um quadro clínico
sem presença de sintomas aparentes nos pacientes. Porém, pode ocorrer a replicação do fungo não
conseguir ser contida e este se prolifera dentro dos fagócitos. Além disso, o granuloma nesses casos pode
não ser bem formado, permitindo o extravasamento tanto de leveduras quanto de células com leveduras
internalizadas para vasos sanguíneos e sua consequente disseminação para outras partes do organismo,
onde podem se estabelecer e causar sintomas típicos da doença. Outro desfecho após a fagocitose de C.
neoformans, recentemente descoberto, é a ocorrência da morte celular, que pode ser uma morte apoptótica
ou lítica. Entretanto, ainda não é sabido quais as consequências clínicas para os pacientes acometidos pela
criptococose resultante dessa morte. Figura produzida no BioRender.

Já é sabido que a cápsula de C. neoformans tem a função proteger o fungo da

dissecação e de altas temperaturas do ambiente externo (AKSENOV, BABYEVA, &

GOLUBEV, 1973) e que esse fenótipo proporcionou grandes vantagens para evadir do

reconhecimento da fagocitose de organismos parasitados e de reduzir fatores

inflamatórios (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 patógeno

intracelular facultativo. Portanto, cepas sem cápsulas podem ser menos virulentas

(BULMER, SANS & GUNN, 1967; FROMTLING, SHADOMY E JACOBSON., 1982,

CHANG, & KWON-CHUNG, 1994; CHANG, PENOYER & KWON-CHUNG, 1996).

Análogo à cápsula, cepas que não conseguiam produzir melanina mostraram

virulência atenuada em hospedeiros, como exemplo, camundongos infectados com cepas

produtoras de melanina tiveram menor sobrevivência e maior colonização em órgãos

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 produção de melanina de C. neoformans já foi caracterizada tanto in vitro como

em infecções in vivo em animais e humanos (NOSANCHUCK et al., 1999;

NOSANCHUCK et al., 2000 e ROSAS et al., 2000). A melanização se mostrou um

importante fator de virulência, causando resistência a espécies reativas de oxigênio e

nitrogênio, temperatura e à fagocitose por macrófagos (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", há

diversos tipos de melanina com colorações distintas, podendo abranger do marrom ao

preto, assim como do amarelo ao vermelho (CAO et al., 2021; CORDERO E

CASADEVALL, 2020). Sua coloração escura se deve à capacidade de absorver toda luz

visível e refletir praticamente nenhuma. Essa pigmentação abrange diferentes tipos de

funções em organismos vivos, como camuflagem, comunicação visual, obtenção de

energia e/ou proteção durante o processo, coleta de calor, defesa contra radiação

ionizante, mudanças de temperatura e estresse osmótico (CORDERO E CASADEVALL,

2020).

A melanina se apresenta como um polímero amorfo de alto peso molecular

formada pela polimerização oxidativa de compostos fenólicos e indólicos e sua

polimerização para fenóis intermediários e suas quinonas (SOLANO, 2014; WHITE, 1958;

CASADEVALL., ROSAS, & NOSANCHUK, 2000). Apesar da sua estrutura secundária

ainda não ter sido elucidada, é sabido que sua estrutura forma folhas planares de modo

hierárquico para formar uma molécula coloidal (CASADEVALL et al., 2012). Ela pode ser

classificada segundo suas propriedades físico-químicas, como resistente a ácidos fortes,

porém é degradada em condições alcalinas ou em contato com compostos oxidativos

como permanganato ou peróxido de hidrogênio, é insolúvel na maioria dos solventes,

além disso, possui uma população de radicais livres estáveis (CASADEVALL, ROSAS, &

NOSANCHUK, 2000).

Hoje são conhecidos cinco tipos de melanina que são classificadas dependendo do

tipo de precursor utilizado: eumelanina, feomelanina, neuromelanina, alomelanina e

piomelanina. A eumelanina, neuromelanina e feomelanina são comumente encontradas

em animais e são 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 produção desses tipos de melanina. Já a piomelanina

e alomelanina estão mais presentes em plantas e micro-organismos e são caracterizados

pela ausência de nitrogênio. A piomelanina é produzida a partir de ácido homogênico

(HGA), um produto da tirosina diferente da L-DOPA, desprovida de grupo amina. Já as

alomelanina são polimerizadas de compostos orgânicos 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 dímeros bifenólicos. A Figura 5
sintetiza como os diferentes tipos de melaninas são produzidas.
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Figura 5. Vias biossintéticas simplificadas de cinco categorias diferentes de melanina: eumelanina,
neuromelanina, feomelanina e os dois análogos livres de nitrogênio, piomelanina e alomelanina.

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

Alguns fungos produzem melanina a partir de DHN endógeno, porém, outros

produzem melanina derivada de L-DOPA, como é o caso de C. neoformans. Sua síntese

é iniciada por fenoloxidases. A produção 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 reações de redução e oxidação

até formar 5,6-dihidroxiindole e 5,6-dihidroxindol-2-ácido carboxílico, monômeros que

polimerizaram para formar eumelanina (EISENMAN & CASADEVALL., 2012). Já foi

constatado que C. neoformans também é capaz de produzir melanina a partir de HGA,

que geralmente é um precursor para produção de melanina em bactérias (FRASÉS et al.,

2007)

Em 1962 foi descrita pela primeira vez a produção de pigmentação 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 observação foi corroborada por outros autores anos depois (SHIELDS &

AJELLO, 1966; NOSANCHUK et al., 1999). Desde então, esse fenótipo foi explorado na

clínica para diagnóstico de criptococose em pacientes (STAIB et al., 1987). O componente

responsável pela aquisição da coloração 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

pigmentação em meio composto por extrato de batata e cenoura (KAPICA E SHAW,

1969).

Alguns anos mais tarde foi identificado que o-difenóis eram os componentes

químicos presentes nestes meios responsáveis pela coloração do fungo (KORTH E

PULVERER, 1971 e SHAW E KAPICA, 1972) devido a presença do grupo hidroxil na

posição 3 e 4 do anel fenil (STRACHAN, YU E BLANK, 1971). Portanto, o-difenóis podem

ser utilizados como substratos para produção de pigmentação intracelular em diferentes

cepas de C. neoformans. Ao passo que p-difenóis podem produzir pigmentos solúveis no

meio e estão intrinsicamente relacionados com a fonte de nitrogênio disponível. Os

aminoácidos glicina, glutamina e asparagina são as fontes de aminoácidos mais efetivas

que permitem crescimento e aquisição de coloração 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 melanização em C.

neoformans é o estresse nutricional e exposição à percussores de melanina (CORDERO,

CAMACHO E CASADEVALL, 2020), visto que a presença de glicose é um fator que pode

inibir a produção de melanina pelo patógeno (NURUDEEN & AHEARN, 1979;

POLACHECK, HEARING & KWON-CHUNG, 1982).

Ao longo dos estudos com C. neoformans, foi percebido que eles possuíam

fenoloxidases que eram capazes de oxidar catecolaminas e produzir a pigmentação

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 pigmentação escura, assim como atividade de fenoloxidase, na presença de

catecolaminas possuíam propriedades antioxidantes e eram mais resistentes à espécies

reativas de oxigênio e nitrogênio (POLACHECK, PLATT, E Aronovitch. 1990; JACOBSON

E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL, 1993).

Sabe-se atualmente que a produção de melanina pelo C. neoformans é devido à

uma fenoloxidase, denominada de lacase 1 (LAC1), que é responsável por promover a

oxidação 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 redução drástica na atividade de fenoloxidase, assim como o estabelecimento
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de uma cepa mutante para a LAC1 (ΔLAC1), que é incapaz de produzir melanina,

tornando-se uma importante ferramenta para o estudo o papel desse fator de virulência

dentro da infecção (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.

Figura 6. Modelo representando a formação de melanina em C. neoformans

Vesículas contendo lacase são sintetizadas intracelularmente e transportadas para a parede celular. Aqui,
eles interagem com o substrato de melanização, como a l-dopa, para produzir grânulos de melanina. Os
polissacarídeos da parede celular, como a quitina, servem como uma estrutura à qual os grânulos de
melanina são 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 há grande quantidade de neurotransmissores como dopamina,

epinefrina e noraepinefrina nesses locais. Isso permitiria um ambiente propício para que o

agente etiológico possa construir uma proteção contra o sistema imunológico

(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 órgãos como o cérebro em comparação 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 infecção 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 indivíduos. Ademais, estes estudos

demonstraram como a melanina é imunogênica em um processo infeccioso, em que

cepas melanizadas conseguiam induzir a produção de anticorpos contra melanina,

sugerindo que esta seria um importante fator de virulência 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 coloração se tratava

realmente de pigmentos de melanina, após se verificar a presença de uma população

estável de radicais livres por ressonância de spin eletrônico (ESR) em leveduras escuras

após 8 dias de cultivo em meio contendo L-DOPA. Esse sinal era aumentado pela luz, pH

alcalino e ZN2+, propriedades físico-químicas inerentes à melanina. Em contrapartida,

não era observado a presença deste sinal em leveduras crescidas em meio sem L-DOPA.

O sinal dos radicais livres em leveduras que produziram melanina também era aumentado

na presença de NaNO2, em ácido succínico, onde se produzia óxido nítrico e

intermediários reativos de nitrogênio, além disso, houve um pequeno aumento de sinal na

presença de sulfato de amônia férrico, H2O2 e epinefrina, onde são geradas espécies

reativas de oxigênio, mostrando que a melanina era aumentada sob estresse oxidativo

(WANG & CASADEALL, 1994; WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995).

A presença de melanina confere maior resistência à fagocitose por macrófagos

(WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995; MEDNICK, NOSANCHUK & CASADEVALL,

2005), peptídeos antimicrobianos (DOERING et al., 1999) e às espécies reativas de

oxigênio e nitrogênio (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 sobrevivência

maior dentro de macrófagos (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 linfócitos T (HUFFNAGLE et al.,1995). Além disso, essas cepas

melanizadas também apresentaram maior resistência a antifúngicos (WANG &

CASADEVALL, 1994, IKEDA et al., 2003).

Apesar de não ter sido observado a polimerização de melanina de fato durante o

curso da infecção, há fortes indícios de que ela ocorra, pois já foram vistas leveduras

melanizadas tanto in vitro como em infecções 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 infecção

com a levedura causou a produção de anticorpos (ROSAS et al., 2000), assim como

peptídeos que alvejavam melanina (NOSANCHUK et al., 1999) e também promoviam a

ativação do sistema complemento (ROSAS et al., 2002). Também já foram encontradas

leveduras com melanina na excreta de pombos (NOSANCHUK, ROSAS & CASADEVALL,

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

A melanização se mostrou um importante fator de proteção ambiental, mas que

também contribuiu ao longo da evolução como um fator de virulência para auxiliar na

colonização do hospedeiro mamífero. Cepas que produziam melanina se mostraram mais

resistentes a mudanças de temperatura (ROSAS & CASADEVALL, 1997) e a radiação

ultravioleta (ZHDANOVA, GAVRIUSHINA, & VASILEVSKAIA, 1973; WANG &

CASADEVALL, 1994). Todas essas propriedades conferidas pela melanina são

importantes para lidar com os estresses ambientais e permitir a sobrevivência do C.

neoformans em seu habitat, mas também se adaptarem com grande êxito como fatores

de virulência, permitindo a colonização do hospedeiro mamífero.

1.5. Ativação de inflamassomas por fungos patogênicos e C. neoformans
É sabido que a infecção com fungos patogênicos como Aspergillus fumigatus,

Candida albicans e Microsporum canis é capaz de promover a ativação 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 infecção com C. albicans também

foi capaz de promover ativação de inflamassoma não canônico e ativação de CASP8

(GRINGHUIS et al., 2012).

Aparentemente a cápsula de C. neoformans possui propriedades que inibem a

ativação de inflamassomas, pois cepas sem cápsula causaram maior produção de IL-1 β

tanto de fagócitos 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 cápsula também promoveram ativação de inflamassomas, como NLRP3, além de

clivagem de caspase 1 e de caspase 8 na ausência de caspase 1, provocando a morte

dessas células. Esse fenótipo era dependente de efluxo de K+ e foi atenuado pela

cápsula. Porém, outros inflamassomas como AIM2 e NLRC4 não foram afetados. O

zimosan presente na parede de C. neoformans provavelmente conseguiria ser

reconhecido pelo inflamassoma NLRP3, causando sua ativação, enquanto
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Glucuronoxilomanana (GXM) e outros componentes da cápsula e alguns metabólitos

secretados pelo fungo, como o Ácido DL-indol-3-láctico (ILA), causava sua inibição (GUO

et al., 2014, CHEN T AL., 2015; BÜRGEL et al., 2020). O ILA também provocava uma

diminuição da fagocitose e infiltração de leucócitos para pulmões e aumento da carga

fúngica e endocitose não lítica (BÜRGEL et al., 2020). Cepas com cápsula só foram

capazes de induzir produção de IL-1β 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 cápsulas, as leveduras capazes de produzir melanina

provocavam menor produção de IL-1β em cérebros de camundongos em modelos de

infecção intracranial, o que estava relacionado com maior letalidade, maior carga fúngica

e aumentava a sobrevivência 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 compõe cerca de 20% da

cápsula de C. neoformans, provocou a apoptose de linfócitos T via caspase 8. GalXM é

capaz de ser reconhecido por CD45 em células do hospedeiro o que induz a expressão

de Fas e FasL. Quando essas moléculas são ativadas pelos seus respectivos receptores

em outras células, induzem a clivagem da pró-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 cápsula em processos inflamatórios e de morte celular, ainda não

se sabe o papel da melanina ou da enzima responsável pela sua produção, a LAC1,

nesses mecanismos. O mecanismo de formação, ativação de inflamassomas e morte

celular, assim como componentes do patógeno que influenciam nesses processos são

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

As células de levedura C. neoformans só são reconhecidas e fagocitadas se forem acapsulares ou
opsonizadas previamente por proteínas do complemento ou anticorpos. O biofilme de C. neoformans
também pode ser reconhecido por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) (1). O reconhecimento
do fungo acapsular ou das opsoninas leva à fagocitose das leveduras (2) proporcionar o translocamento de
NF-κB para o núcleo e à transcrição e tradução de mediadores inflamatórios como TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-1Β
(3). Componentes da cápsula como GXM pode inibir o translocamento de p65 para o núcleo. Após a
fagocitose, as células da levedura ficam presas no fagossomo, que então se funde com o lisossomo (4) para
criar o fagolisossomo (5), o que pode levar à morte do agente invasor. C. neoformans, entretanto, pode inibir
a ação de enzimas e baixar o pH e permeabilizar a membrana do fagolisossomo, levando ao vazamento de
material fúngico para o citoplasma como também permitindo sua sobrevivência (6). No citoplasma, o NLRP3
pode reconhecer componentes de C. neoformans, como carboidratos da parede celular ou DAMPs
causados por permeabilização do fagolisossomo, como catepsina B, espécies reativas de oxigênio (ROS)
ou efluxo de íons potássio (K+) das células hospedeiras (7). Outros sensores como AIM2 e NLRC4 parecem
não participar do reconhecimento de C. neoformans dentro da célula hospedeira. Para reconhecer essas
moléculas, as proteínas sensoras associam-se à proteína adaptadora ASC e à 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 pró-IL-1Β 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 sistêmicos, como aumento de carga fúgica e docitose não-lítica, e diminuição de
recrutamento leucocitário além de diminuir a sobrevida em modelos animais. Na ausência de CASP1, a
caspase 8 (CASP8) associa-se ao inflamassoma e controla os mesmos resultados controlados pelo CASP1.
Elementos da cápsula como GXM provocam o aumento da expressão 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, BURGÜEL et al, 2020). Figura produzida no BioRender
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2. Justificativa 

A criptococose é uma doença em escala mundial, com efeitos incapacitantes e alta

letalidade em pessoas imunocomprometidas, e que essa parcela de pessoas vulneráveis

tende a se tornar cada vez maior devido a maior incidência de transplantes de órgãos e

terapia contra tumores ao longos dos anos. Por se tratar de uma doença infecciosa, o

sistema imunológico do hospedeiro desempenha um papel crucial no desenvolvimento da

infecção, podendo controlá-la ou auxiliar a propagá-la. Assim, a pesquisa básica acerca

do entendimento da interação patógeno-hospedeiro pode ser chave para decifrar como se

desenvolve a enfermidade e seus diferentes desfechos no indivíduo. Visto que os fatores

de virulência do C. neoformans já foram identificados e comprovaram ser imprescindíveis

para o estabelecimento da infecção, assim como vias e proteínas do hospedeiro se

mostraram preponderantes para promover proteção, alvejar esses fatores tanto no

patógeno quanto no hospedeiro poderia ser uma ferramenta valiosa para elucidar várias

lacunas de entendimento da patogênese da criptococose. É de suma importância

entender como fatores de virulência de patógenos influenciam em vias de inflamação e

respostas imunológicas. Visto que a cápsula, um importante e conhecido fator de

virulência de C. neoformans, mostrou interferir em processos inflamatórios e de morte

celular no hospedeiro, outros componentes do fungo, como a melanina, poderiam modular

esses processos, o que poderia auxiliar no entendimento da patogênese e/ou

estabelecimento da doença.
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3. Objetivo
3.1 Objetivo geral

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

inflamação e morte celular de macrófagos humanos.

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

fagocitose de leveduras por macrófagos;

● Avaliar morte lítica e apoptose induzido pelo C. neoformans e se melanina e

LAC1 modulam essas mortes;

● Analisar indução de proteínas NLRP3 e AIM2 e clivagem CASP1, CASP8,

GSDMD e IL-1Β pela infecção e como melanina e LAC1 modulam esses

processos

● Observar como inibição de NLRP3, AIM2, CASP1, CASP8 interfere na

fagocitose de leveduras, morte e ativação de proteínas componentes do

inflamassoma de macrófagos.
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4. Metodologia
4.1. Cultivo de THP-1 e diferenciação em macrófagos

Células da linhagem monocítica humana THP-1 foram adquiridas no Banco de

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

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado a 37ºC e 5% CO2.

A diferenciação das células THP-1 em macrófagos foi realizada via estímulo 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

inflamatório, em densidade de 2-5 x 105 células/mL. A constatação da diferenciação

dessas células foi feita mediante análise morfológica através de microscopia de luz,

verificação da adesão dessas células ao fundo dos poços.

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

(ΔLAC1), foram adquiridas pelo Fungus Genetic Stock Center (FGST

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

(LIU et al., 2008). Leveduras foram reativadas da criopreservação pelo estricamento por

desgaste de alça em placa de Petri contendo meio Saboraud-ágar 1,5%. Para cultivo e

crescimento das leveduras, uma única colônia crescida no meio sólido foi inoculada em

25-50 mL de meio Saboraud líquido e cultivadas a 37ºC, sob agitação de 150 rpm por

cerca de 24h antes de serem usadas para a produção de melanina (NICOLA et al., 2011 e

NICOLA E CASADEVALL, 2012).

4.3. Indução de produção de melanina em C. neoformans
Para induzir produção de melanina em leveduras de C. neoformans selvagens

(WT) e ΔLAC1, 1 x 108 leveduras/mL foram cultivadas em meio mínimo contendo glicina,

tiamina e L-DOPA com limitada concentração de glicose (29,4 mM de KH2PO4, 10 mM de

MgSO4, 13 mM de glicina, 15 mM de glicose, 3 µM de tiamina, 1 mM de L-DOPA) por 24h,

a 37ºC a 150 rpm, conforme adaptações em protocolos já estabelecidos (CHASKES E

TYDALL, 1975; FRAZÃO et al., 2020).

4.4. Infecção de macrófagos por leveduras de C. neoformans
Após a diferenciação de macrófagos derivados de THP-1 e da indução de

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

macrófagos (10:1 leveduras:macrófagos) na presença de pool de soro humano (PSH) a
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fim de permitir sua fagocitose (BOLAÑOS & MITCHELL, 1989a; BOLAÑOS & 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 -80ºC até o seu uso. A coleta de sangue foi

realizada sob autorização do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da

Universidade de Brasília, através do Certificado de Apresentação de Apreciação Ética

CAAE 53168621.0.0000.5558

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

melanina neste processo, foi mensurado o número de macrófagos contendo leveduras

internalizadas através de coloração com panótico dos macrófagos e contagem de ao

menos 100 células por condição sob microscopia óptica. Foram definidos número de

macrófagos 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 número de leveduras por cada célula.

A fagocitose também foi mensurada pela coloração antes da infecção de macrófagos e

leveduras com CellTracker Deep Red e CMFDA, respectivamente. Depois os macrófagos

foram recuperados e analisados (Deep Red+) por citometria de fluxo para avaliar a

porcentagem de células contendo leveduras (CMFDA+).Os dados foram compensados e

analisados através do software FlowJo.

4.6. Morte celular ocasionada por C. neoformans
Após a infecção de macrófagos pelas leveduras, as células foram marcadas com

anexina-V conjugada a ficoetritina (PE) (proteína com alta afinidade por fosfatidilserina,

para constatar apoptose pelo rompimento da membrana plasmática) (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 há morte dessas

células após infecção e discernir que tipo de morte ocorreria.

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

MCC950 (1 µM) e ODN TTAGGG (1 µM) para a inibição das proteínas caspase 1,

caspase 8 , NLRP3 e AIM2, respectivamente, 1 hora antes da interação com as leveduras

40



de C. neoformans e que foram mantidas durante o curso da infecção. Foi utilizado como

controle positivo de morte lítica macrófagos estimulados com LPS (Lipopolissacarídeo)

(200 ng/mL) por 2-4 horas e depois adicionado Nigericina (10 µM) por mais 1-2 horas e

como controle de apotptose macrófagos estimulados com camptotecina a 10 µM.

4.8. Avaliação de ativação de inflamassomas
Para avaliar a interferência da melanina no reconhecimento de C. neoformans por

inflamassomas, macrófagos infectados com leveduras, melanizadas ou não, foram

analisados quanto a abundância de proteínas sensoras (NLRP3 e AIM2) e adaptadoras

(ASC) de inflamassomas, assim como a expressão e clivagem de proteínas efetoras de

morte apoptótica e/ou piroptótica como CASP1, CASP8, GSDMD e IL-1β. Essa análise

foi realizada através de eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-Page),

transferência para membrana de PVDF e Western blotting usando anticorpos comerciais

adquiridos para cada uma dessas proteínas, com revelação por quimioluminescência,

seguindo protocolo já estabelecido e otimizado em nosso laboratório (JAKOBS et al.,

2013). Resumidamente, cerca de 20-30 µL de extrato proteico de cada condição foi

adicionado por poço em gel de poliacrilamida 15% e submetido a eletroforese de 100 V

por cerca de 2 horas. Após esse período, proteínas do gel foram transferidas para

membrana de PVDF com poros de 0,2 µm em transferência e tanque usando tampão

Towbin +0,05% de SDS e 20% de metanol, a 100 V por 30 minutos a 4ºC. Após a

transferência, os géis eram corados com azul de Coomasie e membranas com Ponceau S

5% para atestar transferência bem-sucedida das proteínas. Depois, as membranas foram

bloqueadas com solução de tampão TBS + 5% de leite desnatado em pó por pelo menos

30 min a temperatura ambiente. Depois, as membranas foram incubadas com seus

respectivos anticorpos na diluição de 1:1000 a 4ºC por cerca de 16 horas sob agitação.

As membranas então foram lavadas 3 vezes com TBS e incubadas com anticorpos

secundários conjugados a peroxidase (HRP) alvejando porção Fc dos respectivos

hospedeiros usados em anticorpos primários, por 1-2h a temperatura ambiente na diluição

de 1:2000-5000. Após nova lavagem das membranas, foi utilizado substrato de peróxido

de hidrogênio adicionando luminol, seguindo recomendações dos fabricantes para

revelação de quimioluminescência de proteínas.

4.9. Análise de dados e estatística
Análises descritivas dos dados assim como análises estatísticas 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 número de eventos, teste T ou ANOVA de um fator para

comparação de variáveis quantitativas dentro das diferentes condições.
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Figura 8.Fluxograma das etapas e metodologias aplicadas para diferentes estágios do trabalho
realizado.

Monócitos humanos da linhagem THP-1 foram cultivados e diferenciados em macrófagos através do
estímulo com 13-Acetato 12-miristato forbol (PMA da sigla em inglês para Phorbol 12-myristate 13-acetate)
por 48-72h, seguido cultivo por mais 24-48h sem a presença de PMA. Concomitantemente, leveduras de
C-neoformans da cepa H99 tanto da cepa selvagem (WT) como deficiente em LAC1 (ΔLAC1) foram
cultivadas e depois incubadas em meio mínimo contendo L-DOPA por 24h, a 37ºC, 150 rpm, a fim de
estimular a produção de melanina. Uma vez obtido os macrófagos e as leveduras produzindo melanina,
ambas foram interagidas com um MOI 10, por 2, 5 ou 24h na presença ou na ausência de inibidores para
proteínas relacionadas com inflamação morte, como AIM2, NLRP3, CASP1 e CASP8. Depois da interação
foram realizadas naálises em 3 blocos entre as diferentes condições: fagocitose e sobrevivências das
leveduras, morte celular e formação de inflamassomas. Para mensurar a fagocitose, foi analisado
macrófagos que fagocitam leveduras pela coloração de leveduras com corantes fluorescente e aquisição de
macrófagos por citometria de fluxo. Com o intuito de analisar a ativação de vias ligadas a produção de
mediadores inflamatórios como NF-kB e IRF, macrófaos derivados de THP-1 dual contendo genes
resporteres parras duas vias foram infectadas com C. neoformans e seu sobrenadante foi avaliado por
absorbacia e luminescência para constatar a ativação dessas vias pela produção de fosfatase alcalina e
luciferase. A fim de analisar morte celular e o tipo de morte causada pela infecção com C. neoformans,
macrófagos foram corados com anexina V-PE e 7-AAD e analisado por citometria de fluxo, além disso, Para
avaliar a formação de inflamassomas e proteínas destes envolvidas na infeção e a interferência da melanina
e da LAC1 neste processo, após a interação macrófagos foram lisados e o extrato proteico foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-page), com subsequente transferência das
proteínas para membrana de PVDF, bloqueio e marcação com anticorpos comerciais para proteínas como
AIM2, NLRP3, CASP1, CASP8, CASP3, ASC, GSDMD e IL1B. Figura criada no BioRender.
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5. Resultados

5.1. Padronização de experimentos

5.1.1 Obtenção de macrófagos a partir de monócitos de THP-1
Primeiramente, foi verificado se houve diferenciação dos monócitos da linhagem

THP-1 em macrófagos através de indução com forbol miristato acetato (PMA – da sigla

em inglês Phorbol 12-myristate 13-acetate). Foram testados diferentes protocolos, como

os que utilizaram 50 ng/mL por 48h, porém, não foi notado diferença na morfologia,

tampouco na aderência das células após esse período, mesmo utilizando diferentes

densidades de células (10 x 10⁵, 5 x 10⁵, 2,5 x 10⁵; 1,25 x 10⁵ e 0,75 x 10⁵ cels/mL) (dados

não mostrados).

Portanto, foi testado a concentração de 100 nM de PMA, amplamente utilizado na

literatura, e mais duas concentrações, duas vezes mais concentrado e diluído (200 e 50

nM, respectivamente), por 2-3 dias utilizando uma densidade celular de 2x105 células/mL

(densidade que mostrou confluência apropriada até o último dia de diferenciação). Após 3

dias, o meio antigo era substituído por um novo sem PMA, a fim de permitir o repouso das

células, as quais ficam com um fenótipo altamente inflamatório após estímulo com PMA,

por mais 24-48h (PARK et al., 2007; LUND et al., 2016).

No segundo e terceiro dia, já era possível visualizar mudanças drásticas na

morfologia das células. A grande maioria se apresentava alongada e espalhada em todas

as concentrações testadas, além de parecerem aderidas ao fundo dos poços, conforme

pode ser visto na Figura 9, após incubação com PMA por 72h. Já as células não tratadas

com PMA mantiveram sua morfologia arredondada e em suspensão, além do fato de

parecer ter se multiplicado muito mais quando comparada com as células tratadas.
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Figura 9. Macrófagos obtidos a partir da diferenciação de células THP-1 estimulado com PMA por
72h.

Células THP-1 com densidade de 200 mil células/ mL foram plaqueadas e incubadas sem ou com PMA nas
concentrações de 50, 100 e 200 nM por 72h a 37º C, 5% CO2. As morfologias das células foram
averiguadas através de microscopia óptica. Fotos do fundo dos poços mostrando densidade e morfologia
das células após 72h de estímulo com PMA de três réplicas por condição. 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

não aderidas, notou-se que quase não há diferença entre o número 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

número médio de células não aderidas era de 830 mil/mL nas condições em que não

houve estímulo com PMA, e consequentemente, não se diferenciaram. O número de

células em suspensão 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 estímulo por 72h
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com 100 e 200 nM de PMA diferenciaram-se em macrófagos, levando em consideração

sua morfologia e aderência. Optou-se por utilizar 100 nM de PMA para a diferenciação de

THP-1 em macrófagos para os próximos experimentos, por ser amplamente empregado

na literatura e ser o suficiente para promover sua diferenciação.

Figura 10. Número de células suspensas no sobrenadante após estímulo 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. Após esse período, foi coletado o sobrenadante das diferentes condições e foram contabilizadas
células vivas em câmara de Neubauer utilizando técnica de exclusão por Azul de Tripan 0,4%.Gráficos de
barra representando a média e o erro padrão de 3 réplicas referentes a um experimento. Valores de P foram
calculados utilizando teste T de Student comparando duas condições por vez. * < 0,05, **< 0,01; *** <0,001

5.1.2 Melanização de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1

A segunda etapa do trabalho foi testar e padronizar o processo de produção de

melanina pelo Cryptococcus neoformans da cepa H99 e do seu respectivo mutante

deletado para LAC1 (ΔLAC1) em meio contendo glicina (como fonte de nitrogênio) e

L-dopamina (L-DOPA), (como precursor da melanina). Esse meio é muito utilizado para

induzir melanização em C. neoformans e a glicina se mostrou eficiente para promover a

melanização em menos tempo (CHASKES & TYNDALL, 1975).

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

leveduras em meio mínimo contendo glicina e L-DOPA ao longo de 5 dias de três
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experimentos realizados em dias diferentes. Todas as condições apresentaram coloração

esbranquiçadas no dia 0, coloração típica das leveduras de C. neoformans. É possível

notar que a cepa H99 selvagem produz melanina ao longo do tempo e adquire coloração

cada vez mais escura, atingindo uma cor próxima do preto nos dias 4-5. Percebeu-se

também que, apesar de a cepa ΔLAC1 não possuir a enzima LAC1, essa ainda é capaz

de produzir melanina, porém, aparentemente numa velocidade menor que a cepa

selvagem. Todavia, pode atingir uma coloração parecida com o do selvagem após o

quarto dia de indução de melanização.

Figura 11. Esquema de coloração adquirida por C. neoformans selvagem (WT) e ∆LAC1 durante
melanização.

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

Mesmo após precipitar as leveduras no fundo dos tubos, notou-se que não era

apenas um escurecimento do meio, que poderia se dar devido a auto-polimerização da

L-DOPA, mas sim que as próprias leveduras adquiriram coloração escura, como mostra a

Figura 12. Portanto, mesmo na ausência de LAC1, C. neoformans ainda é capaz de

produzir melanina, sugerindo que outras enzimas do fungo possam ser responsáveis pela

conversão de L-DOPA em melanina.
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Figura 12. Melanização de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 e meio contendo glicina e L-DOPA
após 5 dias.

Fotos de tubos após centrifugação com leveduras precipitadas de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1
cultivadas com (A) ou sem L-DOPA (B), mostrando coloração adquiridas após 5 dias em processo de
melanização.

Visto que foram necessários vários dias até que as leveduras selvagens

produzissem melanina, a fim de acelerar esse processo, tentamos otimizar o protocolo.

Foi possível perceber também ao longo dos testes que quanto maior a densidade de

leveduras, mais rápido se dava a melanização de C. neoformans., como pode ser

observado na Figura 13.
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Figura 13. Melanização acelerada em C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 a medida que se
aumenta a densidade de leveduras.

Fotos mostrando coloração de leveduras precipitadas de C. neoformans selvagem (A) e ΔLAC1 (B) após
incubação por 48h com L-DOPA em densidades de 1x104 a 1x108 levaduras/mL.

Viu-se que utilizando o inóculo de 1x108 leveduras/mL para melanização com

L-DOPA por 24h, era possível obter a cepa selvagem com coloração quase preta, sem

tanta alteração na coloração da cepa ΔLAC1, permanecendo basicamente

esbranquiçada. Portanto, por ser um protocolo menos dispendioso e mais prático onde
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não havia melanização da cepa ΔLAC1, optou-se por esse protocolo nos experimentos

seguintes. A Figura 14 mostra a coloração das leveduras de C. neoformans H99

selvagem e ΔLAC1 obtidas após incubação com ou sem L-DOPA por 24h em três dias

diferentes.

Figura 14. Melanização de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 com densidade de 1x108

leveduras/mL em meio contendo glicina e L-DOPA após 24h.

Fotos de tubo com leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 cultivadas em meio minímo
contendo glicina 13 mM, na presença ou não de L-DOPA a 37ºC, 150 rpm por 24h. Foto de leveduras em
suspensão (A, B e C) e precipitadas (D, E e F), mostrando coloração adquiridas após 24h em processo de
melanização com inóculo de 1x108 leveduras/mL em experimentos feitos em dias diferentes.

5.1.3. Opsonização e fagocitose de C. neoformans por macrófagos-THP-1

O próximo passo foi avaliar as condições de interação dos macrófagos

diferenciados dos monócitos THP-1 e das leveduras com melanina, permitindo a

internalização dos fungos. Devido a presença de uma cápsula polissacarídica em volta

das leveduras de C. neoformans H99, a fagocitose desses fungos é drasticamente

reduzida, quase inexistindo. Portanto, é necessário a opsonização das leveduras antes ou
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durante a interação com as células hospedeiras para que haja sua internalização. A

grande maioria dos estudos de infecção com C. neoformans são feitos em modelos

murinos, nos quais utilizam-se anticorpos oriundos de camundongos contra epítopos

presentes na cápsula do fungo. Assim, este será opsonizado e permitirá seu

reconhecimento e fagocitose por células do hospedeiro. Entretanto, por se tratar de um

anticorpo murino, não seria um modelo viável para ser usado em células humanas.

Alguns estudos utilizam soro do hospedeiro para permitir a fagocitose de C.

neoformans, onde as proteínas do sistema complemento opsonizam as leveduras e

permitem sua internalização pelas células hospedeiras (LEVITZ & TABUNI, 1991;

ZARAGOVA, TABORDA & CASADEVALL, 2003; VAN ASBECK et al., 2008). Tendo isso

em mente, foi analisada a proporção de internalização de leveduras de C. neoformans

H99 por macrófagos de THP-1 na presença de diferentes concentrações de soro humano

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

Após aprovação pelo CEP, foi então comparado se haveria diferença na proporção

de macrófagos com leveduras internalizadas quando usado soro fresco (recém coletado

de doadores) ou congelado (coletado anteriormente e armazenado a -80ºC até o uso) no

momento da infecção. Também foi comparado essas condições utilizando diferentes

concentrações do anticorpo monoclonal murino 18B7 (mAb) como controle, que

reconhece Glucuronoxilomanana (GXM) de C. neoformans e é amplamente utilizado na

literatura para sua opsonização e internalização das leveduras.

Após 2 horas de infecção (h.p.i), os macrófagos foram lavados para retirar

leveduras extracelulares e corados com panótico para visualizar tanto os macrófagos

como as leveduras em seu interior. Em seguida, os macrófagos foram visualizados sob

microscopia óptica e foram contadas pelo menos 100 células por condição, analisando

quantas continham ou não leveduras internalizadas. Também foi contabilizado o número

de leveduras dentro de cada célula que havia realizado fagocitose. É possível visualizar

que após 2 horas de interação há macrófagos com leveduras fagocitadas, conforme pode

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

Macrófagos diferenciados de THP-1 foram interagidos com leveduras de C. neoformans H99 selvagem, na
proporção de 10 leveduras para 1 macrófago (MOI 10) por 2h A 37°C, 5% CO2, na presença de diferentes
agentes opsonizantes em diferente concentrações. Leveduras extracelulares foram lavadas e os
macrófagos foram corados com panótico. Foto obtida sob microscopia óptica. Setas mostram macrófagos
com leveduras fagocitadas. Algarismos em vermelho representam o número de macrófagos com leveduras
internalizadas, enquanto números em pretos são a contagem de macrófagos sem leveduras. Números em
azul representam a quantidade de leveduras dentro de cada macrófago (A). Número de macrófagos que
realizaram ou não fagocitose das leveduras na presença de soro fresco ou congelado, nas concentrações
de 5, 10, 25, 50 e 75% ou com anticorpo monoclonal 18b7 (mAb) nas concentrações de 2,5; 5; 10; 20
µg/mL. Gráficos de barras mostrando o número total de células com ou sem fagocitose somado de 3
réplicas do mesmo experimento. (B). Como controle, não foi adicionado nenhum agente opsonizante no
momento da interação entre macrófagos e as leveduras.
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Observou-se que a maioria dos macrófagos fagocitaram leveduras em todas as

concentrações utilizadas, tanto no soro fresco quanto no que estava congelado. Já na

presença do mAb como agente opsonizante, houve uma redução da fagocitose de

leveduras. Como já era esperado, na ausência de qualquer agente opsonizante

basicamente não houve fagocitose de leveduras. Fazendo uma regressão logística,

pode-se ver que a presença de soro aumenta significativamente a fagocitose em mais de

50 vezes.

Comparando a taxa de fagocitose de C. neoformans por macrófagos nas diferentes

concentrações testadas de soro fresco e congelado, pode-se notar que não há diferença

entre as duas condições, conforme mostrado na Figura 16. Segundo o cálculo de razão

de chance, o soro fresco aumentou em 64 vezes a chance de haver fagocitose e o soro

congelado em 56 vezes. Já as diferentes concentrações de soro não contribuíram para

haver mais fagocitose, visto que a razão de chance é quase igual a 1.

Odds ratio Variável Estimativa Intervalo de

confiança (95%)

β0 Intersecção 0,02687 0,01282 a

0,04095

β1 Soro fresco 64,04 34,70 a 135,3

β2 Soro congelado 56,40 30,53 a 119,3

β3 Concentração 0,9936 0,9911 a 0,9960
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Significância

diferente de 0

Variável |Z| Valor de P Sumário valor de

P

β0 Intersecção 10,71 < 0,0001 ****

β1 Soro fresco 12,12 < 0,0001 ****

β2 Soro congelado 11,74 < 0,0001 ****

β3 Concentração 5,185 < 0,0001 ****

Figura 16: Comparação de fagocitose de leveduras de C. neoformans selvagem por macrófagos em
diferentes concentrações do soro fresco e congelado.

Macrófagos foram interagidos com leveduras na presença de soro fresco ou congelado (concentrações de
5, 10, 25, 50 e 75% final) ou sem soro por 2h, MOI 10. Depois, leveduras extracelulares foram lavadas e
macrófagos foram corados com coloração de panótico. Ao menos 100 células de cada condição foram
contadas sob microscopia óptica para avaliar a presença ou ausência de leveduras fagocitadas. Gráfico de
linhas representando a média e erro padrão da proporção de macrófagos que fagocitaram leveduras em três
réplicas em cada concentração de soro fresco (azul) e congelado (vermelho). Análise de regressão logística
entre soro fresco (β1), congelado (β2) e suas diferentes concentrações (β3), com seus respectivos valores
de p e significância, estabelecido α = 0,05. Análise referente a três réplicas de cada condição do mesmo
experimento.

Também foi contabilizado o número de leveduras que havia dentro de cada célula

infectada e comparada a cada condição. Não foi possível notar diferença no número de

leveduras por célula usando soro fresco ou congelado em diferentes concentrações,

conforme podemos observar no gráfico da Figura 17, onde mostra a mediana e

distribuição do número de leveduras/células. Portanto, foi escolhida a concentração de

10% de soro congelado para os próximos experimentos, visto que é uma concentração

suficiente para permitir a fagocitose. O fato de o soro poder ser congelado torna mais

praticável a execução das interações, pois evita a convocação de doadores, coleta de

sangue, separação do soro, junção de soros obtidos no mesmo dia dos experimentos de

interação.
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Figura 17. Número de leveduras de C. neoformans H99 selvagem fagocitadas por macrófago.

Macrófagos foram interagidos com leveduras na presença de soro fresco ou congelado (concentrações de
5, 10, 25, 50 e 75% final) ou sem soro por 2h, MOI 10. Depois, leveduras extracelulares foram lavadas e
macrófagos foram corados com panótico. Ao menos 100 células de cada condição foram contadas sob
microscopia óptica para avaliar a presença ou ausência de leveduras fagocitadas e o número de leveduras
presentes em cada macrófago que realizou fagocitose foi mensurado. Gráficos de violino representando a
distribuição e mediana de número de leveduras por macrófago referentes a três réplicas realizadas no
mesmo dia.

Foi analisado também o número de unidades formadoras de colônias (da sigla em

inglês, CFU) a partir das leveduras recuperadas que foram internalizadas por macrófagos

após sua lise, a fim de corroborar os dados obtidos por coloração de panótico por

intermédio de outra técnica. Como pode-se observar na Figura 18, não houve diferença

no log de CFU das leveduras fagocitadas quando incubadas com diferentes

concentrações de soro fresco ou congelado. Mas há apenas uma ligeira diminuição no log

de CFU de leveduras fagocitadas na presença do mAb 18b7. Portanto, os dados de CFU

reiteram os dados obtidos com a coloração de panótico e contagem e sugere com mais

consistência que não há diferença na fagocitose de C. neoformans quando este é

opsonizado com soro fresco ou congelado, independente da concentração destes.
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Figura 18. Unidades formadoras de colônia (CFU) de leveduras de C. neoformans H99 selvagem
internalizadas por macrófagos sob diferentes agentes opsonizantes.

Interação de macrófagos com leveduras C. neoformans selvagem por 2h na presença de soro humano
fresco ou congelado nas concentrações de 5, 10, 25, 50 ou 75% ou na presença de mAb a 2,5; 5; 10; 20 e
40 ug/mL. As leveduras extracelulares foram lavadas e os macrófagos foram lisados a fim das leveduras
intracelulares serem liberadas e plaqueadas em placas de Petri contendo meio Saboraud-ágar 1,5%. Placas
então foram incubadas por 48h a 37ºC e colônias formadas foram contadas em triplicata para cada
condição a fim de se determinar o log de CFU. Gráficos em barras representando a média e o erro padrão
do Log10 de CFU de 3 réplicas dentro do mesmo experimento.

Além disso, também foi avaliado se haveria fagocitose das leveduras de C. neoformans

pelos macrófagos derivados de THP-1 se essas fossem opsonizadas anteriormente com o

PSH ao invés de presente na cultura no momento da interação (pré-opsonização), visto

que haveria experimentos posteriores em que o soro humano não poderia ser adicionado

ao meio para recuperação do sobrenadante. Observou-se que a opsonização prévia de C.

neoformans com diferentes concentrações de PSH por 30 min a 37ºC antes da interação

com macrófagos permitiu sua fagocitose, comparando com a condição sem PSH. Porém,

opsonizar o fungo antes causou uma menor taxa de fagocitose quando comparado com o

fungo sendo opsonizado no momento da interação com 10% de PSH, conforme pode ser

visualizado na figura 19.
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Figura 19. Proporção de macrófagos contendo leveduras de C. neoformans H99 selvagem
internalizadas (fagocitose) ou não (sem fagocitose) e número de leveduras fagocitadas por
macrófago.

Leveduras de C. neoformans foram incubadas com meio RPMI contendo 0, 20, 40, 80 ou 100% de PSH por
30 min a 37ºC antes da interação com macrófagos (pré-opsonização) por 2h. Após esse período, leveduras
extracelulares foram lavadas e macrófagos foram corados com panótico. Pelo menos 100 macrófagos foram
contados por condição e foi avaliado a proporção de macrófagos que haviam realizado fagocitose das
leveduras ou não (A) e o número de leveduras internalizadas por cada macrófago que realizou fagocitose
(B). Leveduras também foram interagidas com macrófagos contendo 10% de PSH no momento da
interação, onde não houve pré-opsonização, como controle. Gráficos de barras demonstrando a média e o
erro padrão da percentagem de macrófagos que realizaram ou não fagocitose (A) e gráfico de violino
mostrando distribuição e mediana do número de leveduras fagocitadas por cada macrófago de 3 réplicas
dentro do mesmo experimento. Diferença entre grupos analisadas pelo teste exato de Fisher comparando
grupos par a par (A) e de Kruskal-Wallis não pareado com pós-teste de Dun (B), comparando todas as
condições com a controle (MO + CN + PSH 10%). Asteriscos representam valor de significação de P,
estabelecendo α como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p < 0,0001; ns = não significativo.

Ao avaliar o número de leveduras por macrófago, é possível notar que não há

diferença significativa em opsonizar as leveduras previamente a interação com 80 e 100%
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de PSH quando comparado com a presença de 10% de PSH à cultura no momento da

interação. Pode-se concluir então que utilizar o PSH como agente opsonizante no

momento da interação aumenta a proporção de macrófagos que fagocitaram as leveduras

de C. neoformans, mas usando 80-100% de PSH para opsonizar as leveduras antes da

interação, não altera o número de leveduras fagocitadas por macrófago. Portanto, para

ensaios em que o soro humano pode conferir um empecilho para a análise, é preferível

opsonizar as leveduras com 80-100% de PSH, pois apesar de menor, ainda permite a

fagocitose de forma significativa.

5.1.4. Viabilidade de macrófagos-THP-1 e leveduras de C. neoformans na presença
de PSH

Usando o PSH para a opsonização de leveduras juntamente com os macrófagos e

devido ao fato de o trabalho propor análise de morte das células hospedeiras pelo agente

etiológico em estudo, surgiu a dúvida se o PSH poderia interferir na viabilidade tanto das

leveduras de C. neoformans quanto de macrófagos, portanto, podendo produzir um

artefato nas análises. Pelo fato de o soro ser rico em proteínas do sistema complemento

e essas não terem sido inativadas ao longo do processo, além do fato de não ser

autólogo, essas poderiam ser tóxicas para células humanas.

A fim de investigar essa questão, foi avaliado se as diferentes concentrações de

PSH testadas anteriormente seriam capazes de diminuir a viabilidade de C. neoformans

da cepa H99 selvagem. Então após a incubação das leveduras com as distintas

concentrações de PSH por 30 min a 37ºC, as leveduras foram plaqueadas em placas de

Petri com meio Saboraud-ágar 1,5% e incubadas por 2 dias a 37ºC para observar a

formação de colônias e contagem de unidades formadoras de colônia. Pode-se notar que

não há diferença de CFU de C. neoformans H99 selvagem incubadas com diferentes

concentrações de PSH por 30 min a 37ºC, portanto, o soro humano não alterou a

viabilidade das leveduras mesmo em diferentes concentrações de PSH, conforme é

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

Leveduras foram incubadas com meio RPMI contendo 0, 20, 40, 80 e 100% PSH por 30 min a 37ºC, 150
rpm. Após esse período, leveduras foram diluídas e inoculadas em cerca de 10-50 uL/placa e espalhadas
em placa contendo meio Saboraud-ágar 1,5%. As placas foram incubadas a 37ºC por 48h. Após esse
período, número de colônias que surgiram nas placas foram contadas e foi determinado log10 de CFU de
cada condição. Gráfico de barras representando a média e o erro padrão do log de CFU de 3 réplicas de
cada condição dentro do mesmo experimento. Diferenças de log de CFU entre os diferentes grupos foram
analisados com teste ANOVA não pareado two-tailed com pós-teste de Dunn, comparando todos os grupos
com a condição controle (sem PSH), estabelecendo α como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p <
0,0001; ns = não significativo.

Também foi avaliado se essa viabilidade de C. neoformans com PSH poderia ser

influenciada pela presença da melanina e da LAC1 na concentração que foi definida

anteriormente como a que promove melhor fagocitose (100%). Foi notado que a presença

da melanina assim como da LAC1 também não interferiram na viabilidade das leveduras

na presença de PSH, como foi ilustrado na Figura 21. Após essas análises, poder-se-ia

garantir que diferenças na taxa de fagocitose, de morte e formação de inflamassomas dos

experimentos posteriores seriam provavelmente pelas variáveis de interesse estudadas

aqui neste trabalho e não estariam atreladas à viabilidade do patógeno.
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Figura 21. Viabilidade de C. neoformans H99 selvagem ao PSH na presença de melanina e LAC1.

Leveduras de C. neoformans WT e deficientes em LAC1 foram incubadas em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Após esse período, as leveduras foram incubadas em PSH 100% por 30 min a 37ºC.
Depois as leveduras foram diluídas para 1000 leveduras/ mL e inoculadas 50 uL/ placa contendo meio
Saboraud-ágar 1,5%. As placas foram incubadas a 37ºC por 72h. Após esse período, número de colônias
que surgiram nas placas foram contadas e foi determinado o log10 de CFU de cada condição. Gráfico de
barras representando a média e o erro padrão do log de CFU de 3 réplicas de cada condição dentro do
mesmo experimento. Diferenças de CFU entre os diferentes grupos foram analisados com teste T de
Student não pareado two-tailed comparando cada condição par a par com e sem PSH. Valores de P
calculados estabelecendo α como 0,05. * = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p < 0,0001; ns = não
significativo.

Além disso, foi analisada a provável interferência do PSH na viabilidade dos

monócitos THP-1 e macrófagos, avaliados por coloração de Azul de Tripan e exclusão de

células viáveis (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

só consegue entrar na célula e alcançar seu DNA se houver perda de integridade de

membrana, pois não é permeável a camada fosfolipídica. Com exceção da concentração

de 40% de PSH após 24h, não houve morte aumentada nas diferentes concentrações de

PSH em THP-1 tampouco em seus macrófagos, tanto na citometria de fluxo quanto na

viabilidade por coloração com Azul de Tripan (análise feita apenas para THP-1). Como foi

escolhido 10% de PSH para os experimentos, essa concentração ainda se mostrou

segura para ser utilizada nos ensaios de interação sem alterar viabilidade de células

hospedeiras nem dos patógenos.
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Figura 22. Porcentagem de células THP-1 vivas e mortas após incubação por 2 e 24h com PSH em
diferentes concentrações.

Macrófagos foram incubados com diferentes concentrações de PSH (0, 5, 10, 20 e 40%) por 2h (A) e 24 h
(B) e analisadas através da técnica de exclusão por azul de Tripan, onde células azuis foram consideradas
mortas e células refringentes, sem coloração, foram consideradas vivas dentro do número total de células
contadas por condição. Gráficos de barras referente a média e erro padrão de três réplicas do mesmo
experimento.
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Figura 23. Número de células THP-1 mortas após incubação 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 número de células fluorescente ou não
para 7-AAD (PerCP-Cy5-5) referentes à um ensaio representativo.
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Figura 24. Número de macrófagos derivados de THP-1 mortos após incubação com PSH por 4h.

Macrófagos 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 número de células fluorescentes ou não para 7-AAD
(PerCP-Cy5-5) referentes à um ensaio representativo (A). Porcentagem de macrófagos vivos ( 7-AAD-) e
mortos (7-AAD+) em diferentes concentrações de PSH (B). Gráfico de barras mostrando média e erro
padrão das réplicas realizadas do mesmo experimento.

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

Depois de padronizada a diferenciação dos macrófagos, a melanização das cepas

H99 selvagem e ΔLAC1, o agente opsonizante na concentração mais adequada,

condições para sua interação, o próximo passo foi avaliar se haveria diferença na

fagocitose de leveduras que produziam melanina ou na ausência de LAC1. Para isso ,
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leveduras de C. neoformans selvagem e ΔLAC1 foram cultivadas com e sem L-DOPA por

24h, e depois

foram interagidas com macrófagos por 2 e 24h na presença de PSH 10%. Depois foi

avaliado a proporção de macrófagos que internalizaram leveduras, assim como também

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

que houve menos fagocitose de leveduras por macrófagos após 2h de interação na

presença de melanina, assim como na ausência de LAC1 (ΔLAC1), mas não houve

diferença na quantidade de leveduras internalizadas por cada macrófago que realizou

fagocitose em nenhuma das condições analisadas. Como era esperado, a fagocitose foi

praticamente abolida sem a presença de PSH como agente opsonizante, independente de

melanina e LAC1, conforme é mostrado na Figura 26, e não houve diferença de

fagocitose na presença de melanina e LAC1 quando não há um agente opsonizante.

Portanto, nem a melanina nem a LAC1 interferiram na deposição de complemento e na

sua respectiva opsonização.
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Figura 25. Porcentagem de macrófagos que fagocitaram leveduras de C. neformans que produziam
ou não melanina e LAC1 e número de leveduras por macrófago na presença de PSH.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 foram incubadas ou não com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macrófagos de THP-1 na presença de PSH 10% por 2h, MOI 10. Depois,
leveduras extracelulares foram lavadas e macrófagos corados com panótico e visualizadas sob microscopia
óptica. Ao menos 100 macrófagos foram contados por cada réplica de cada condição e a porcentagem de
macrófagos que tinha leveduras internalizadas ou não foram aferidas (A) Gráficos de barras representando
média e erro padrão de três réplicas referentes à três réplicas de dois experimentos realizados em dias
distintos. Número de leveduras por macrófagos que realizou fagocitose (B) Gráfico de dispersão mostrando
cada macrófago analisado e quantas leveduras cada um havia internalizado. Valores de P referentes ao
teste de exato de Fisher comparando duas condições por vez (A) e teste de Kruskal- Wallis com pós-teste
de Dunn duas caudas não- pareados para o número de leveduras/macrófagos (B). Análise estatística
referente a três experimentos independentes realizados em dias diferentes.
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Figura 26. Porcentagem de macrófagos que fagocitaram leveduras de C. neoformans que produziam
ou não melanina e LAC1 na ausência de PSH.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 foram incubadas ou não com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macrófagos de THP-1 na ausência de PSH por 2h, MOI 10. Depois, leveduras
extracelulares foram lavadas e macrófagos corados com panótico e visualizadas sob microscopia óptica. Ao
menos 100 macrófagos foram contados por cada réplica de cada condição e a porcentagem de macrófagos
que tinham leveduras internalizadas ou não foram aferidas.

Também foi analisada a fagocitose das leveduras por meio de citometria de fluxo.

Para isso, os macrófagos foram corados com CellTracker Deep Red 1 uM 48h antes da

infecção e foram usadas leveduras de C. neoformans H99 previamente corados com

CMFDA 2 uM. Depois disso, macrófagos e leveduras foram interagidos. Após 2, 5 e 24

h.p.i, os macrófagos foram recuperados, adquiridos e analisados por citometria de fluxo. A

estratégia para definir as populações a serem analisadas e os resultados estão resumidos

na Figura 27. Como pode ser notado, a presença de melanina reduziu o número de

macrófagos que fagocitaram as leveduras de C. neoformans nas horas iniciais da

infecção, entretanto, quase não há diferença na proporção de fagocitose em períodos

mais tardios. A presença da melanina reduziu drasticamente a fagocitose, comparando a

presença de LAC1. A melanina parece retardar a fagocitose de C. neoformans, mas não

impedi-la
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Figura 27.Estratégia de definição de população para MO-THP1 e definição de MO-THP1 infectados
com leveduras de C. neoformans ou não.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 selvagem (WT) e ∆LAC1 foram incubadas na ausência ou na
presença de L-DOPA por 24h em meio mínimo, 37ºC, 150 rpm. Depois essas leveduras foram coradas com
CellTracker CMFDA por 30 min, 37ºC e foram interagidas com MO-THP1 previamente corados com
CellTracker Depp Red, MOI 10, por 2, 5 e 24h. Após esse período as leveduras extracelulares foram
lavadas e os macrófagos foram recuperados e aquiridos por citômetro de fluxo. Os dados foram analisados
pelo software FlowJo, onde primeiramente os dados foram compensados para cada canal de fluorescência
analisado usando seus respectivos controles. Depois, o gate referente aos macrófagos foram definidos em
amostra cotendo apenas essas células no gráfico de FSC x SSC. Afim de descartar eventos que não
fossem únicos para não enviesar a análise, foi determinado o gate de células únicas para ser analisado.
Então, foi criado uma gate dentro das células únicas referentes as células positivas para CellTracker Deep
Red a partir de uma amostra contendo macrófagos não corados com esse corante. Das células Deep Red+
, foi criado um gate de macrofágos positivos para CMFDA+ a partir de uma amostra de células não
contendo o corante. Com isso, conseguiu se determinar a porcentagem de celúlas CMFDA+, ou seja, que
haviam fagocitado leveduras.

Figura 28. Fagocitose de leveduras de C. neoformans H99 na presença ou ausência 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. Gráficos de barras representando porcentagem de macrófagos que realizaram
ou não fagoctiose de leveduras em 2, 5 e 24 h.p.i referente a soma do número de eventos de 3
experimentos realizados em dias diferentes. Valor de p calculado por teste exato de Fisher comparando
duas condições por vez.

A fim de analisar se a presença da melanina e da LAC1 interferem na

sobrevivência das leveduras fagocitadas, foi contabilizado o número de leveduras viáveis

de C. neoformans internalizadas pelos macrófagos, após estes serem lisados e as

leveduras liberadas de dentro deles serem plaqueadas para se determinar o CFU após

48h a 37º C. Pode-se notar que apesar de ter sido averiguado anteriormente que a

melanina reduziu a fagocitose em cerca de 4 vezes após 2 h.p.i no ensaio anterior

(Figura 28), não foi visto uma redução 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 sobrevivência de leveduras com melanina nas horas tardias de infecção (24

h.p.i), quase se mostrando significativo, com valor de P muito próximo a 0,05. Já em

relação a presença da LAC1, esta parece ter diminuído a sobrevivência das leveduras em

períodos tardios da infecção, visto que a fagocitose não foi muito alterada (Figura 29),

mas a sobrevivência foi consideravelmente afetada quando há LAC1.

Figura 29. Sobrevivência de C. neoformans H99 na presença ou ausência de melanina e LAC1
fagocitados por macrófagos derivados de THP1 após 2, 5 e 24 h.p.i.

Leveduras de C. neoformans (CN) H99 WT e ΔLAC1 foram incubadas com ou sem L-DOPA por 24h, 37º C,
150 rpm. Depois esssas leveduras foram usadas para infectar macrófagos derivados de THP-1, MOI 10, por
2 (A), 5 (B) e 24 h (C). As leveduras extracelulares foram lavadas e os macrófagos foram lisados para
liberar as leveduras fagocitadas, que foram inoculadas em placa de Petri contendo Sabouraud-ágar. As
placas então foram incubadas a 37C por 48h. Depois desses períodos, as colônias crescidas nas placas
foram contadas e foi determinada o log CFU para cada condição. Gráficos 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 padrão da média. Valores de P calculados usando teste T não
pareado com análise nas duas caldas (two-tailed) para comparar dois grupos por vez.

5.3. Reconhecimento e ativação da via do NF-κB e IRFs por C. neoformans e a
interferência 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, nosso próximo questionamento era se a fagocitose desse patógeno

conseguia promover a ativação de vias posteriores após reconhecimento. As vias mais

clássicas que são ativadas após reconhecimento de PAMPs e patógenos, são as vias que

ativam os fatores de transcrição NF-κB e os Fatores Regulatórios de Interferon (IRFs, da

sigla em inglês para interferon regulatory factors). Esses fatores de transcrição então se
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deslocam para o núcleo e permitem a expressão e produção de citocinas com ações

anti-inflamatórias e antivirais (HISCOTT, 2007; NEGISHI, TANIGUCHI & YANAI, 2018).

A fim de observar se essas duas vias são ativadas e se a melanina e a LAC1 de C.

neoformans poderiam interferir nestas células THP1-Dual (que possuem genes repórteres

para a via do NF-κB e IRFs, produzindo enzimas que convertem substratos que podem

ser analisados por absorbância e luminescência, respectivamente) foram usadas para a

diferenciação em macrófagos e posterior interação com as leveduras. Ao avaliar a

infecção de macrófagos derivados de THP-1-Dual com leveduras de C. neoformans

selvagem e LAC1, podemos observar que o fungo causou tanto um aumento na ativação

de NF-κB como de IRF, mas com cinéticas distintas, onde a ativação de IRF foi mais

precoce, sendo observada maior ativação em 3 h.p.i e caindo ao longo do tempo,

enquanto NF-κB apresentou uma ativação mais tardia, apresentando uma ativação maior

do que as células não infectadas nas primeiras horas, mas apresentando uma ativação

muito exacerbada após 24 de infecção, como é observado na Figura 30. A molécula

CRX-527 e a citocina IFN-γ foram usadas de estímulo como controles positivos para a

ativação da via do NF-κB e do IRF, respectivamente.

A presença da melanina parece diminuir a ativação da via de IRF apenas na

infecção mais tardia (24 h.p.i), se assemelhando a ativação vista em macrófagos sem

infecção (meio), já a presença de LAC1 não interferiu nesses mecanismos de ativação.
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Figura 30. Ativação da via do NF-κB e IRFs por MO-THP1 infectados com C. neoformans e influência
da melanina e da LAC1 no processo.

Macrófagos foram diferenciados a partir de THP-1-Dual contendo gene repórteres para a via do NF-κB
associado a fosfatase alcalina embrionária secretada (SEAP, da sigla em inglês para secreted embryonic
alkaline phosphatase) ao mesmo promotor e para a via dos IRFs sobre o controle do promotor ISG54,
também contendo a sequência para expressão e produção de Lucia luciferase. Em paralelo, leveduras de C.
neoformans H99 WT e ΔLAC1 foram cultivadas em meio mínimo contendo ou não L-DOPA por cerca de
24h, 37ºC, 150 rpm. Depois macrófagos e C. neoformans foram interagidos por 24h e sobrenadante dos
períodos de 3, 6 , 12 e 24 h.p.i foram coletadas para avaliação da atividade de SEAP e Lucia Luciferase,
interagindo o sobrenadante com o substrato quanti-Blue e quanti-Luc, respectivamente. A conversão de
quanti-Blue foi medida pela absorbância em 620 nm e a de quanti-Luc através de luminescência em todos
os comprimentos de onda. Gráficos de linhas representam a média e o erro padrão de valores de
luminescência para quanti-Luc (A) e de absorbância a 620 nm para quanti-Blue (C) em 3, 6, 12 e 24 h.p.i.
Gráficos de barras representam a média da área sob a curva dos gráficos de linhas anteriores, mostrando a
atividade total de Lucia luciferase (B) e de SEAP (D) ao longo de 24 horas de infecção. CRX-527 e IFN-γ
foram usados como controles positivos para ativação de NF-κB e IRFs, respectivamente. Valores de P
calculados a partir de teste T não-pareado de duas caldas comparando duas condições por vez. Dados
referentes à 3 réplicas de 3 experimentos realizados em dias distintos.

5.4. Influência da melanina e LAC1 de C. neoformans na morte de macrófagos de
THP-1

5.4.1 Cinética de morte por captação de iodeto de propídio (PI)
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Após avaliar a taxa de fagocitose de C. neoformans por macrófagos, foi averiguado

se a infecção pelas leveduras ocasionaria a morte de macrófagos, assim como se a

presença da melanina e de LAC1 poderiam interferir nesse processo. Foi avaliado a

cinética de captação de iodeto de propídio (PI, da sigla em inglês para iodide propidium)

por macrófagos controle e infectados por C. neoformans selvagem e ΔLAC1 (previamente

incubados com ou sem L-DOPA) por 24h, analisando a fluorescência de PI no intervalo de

1 hora. O PI é uma sonda que se liga e fluoresce na presença de DNA, porém esse só

consegue se ligar ao DNA se houver algum comprometimento da membrana plasmática

da célula hospedeira, caso contrário, o PI não consegue atravessar a célula, tampouco

fluorescer. Como pode ser visto na Figura 31, a infecção com C. neoformans promoveu a

maior morte de macrófagos quando comparado com os macrófagos controles. Porém,

não foi possível notar diferença significativa na morte de macrófagos na presença de

melanina ou LAC1 comparando toda morte do período de 24h, apesar de se observar um

acréscimo de morte nas horas finais na presença de melanina quando comparado na sua

ausência.

Figura 31. Cinética de morte de macrófagos por C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 por 24 horas.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem (WT) e ΔLAC1 foram incubadas com ou sem L-DOPA por 24h.
Depois foram interagidas com macrófagos de THP-1 na presença de PSH 10%, MOI 10, por 24 horas em
meio contendo iodeto de propídio (PI). Macrófagos contendo as leveduras foram incubados a 37ºC em
fluorímetro e a mensuração de fluorescência de PI era realizada a cada 1h. (A) Cinética de captação de PI
por macrófagos infectados ou não por 24h. (B) Área sob a curva de fluorescência de PI captada por
macrófagos ao longo de 24h para cada condição. Gráficos de barras representando média de 15 réplicas
derivadas de 5 experimentos feitos em dias diferentes. Barras de erro representam o erro padrão da média.
Valores de P calculados usando teste T não pareado com análise nas duas caldas (two-tailed) para
comparar dois grupos por vez.

5.4.2. Análise de morte por coloração com Anexina V-PE e 7-AAD
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A fim de corroborar os dados da cinética de captação de PI, a morte de macrófagos

infectados por C. neoformans por 24 h também foi averiguada por citometria de fluxo,

analisando células positivas para 7-AAD (sonda fluorescente análoga ao PI), indicando

morte celular. Também foi analisado com mais detalhes que tipo de morte celular poderia

estar acontecendo e se haveria diferenças entre as condições de infecção. Foi analisado

após a interação com C. neoformans, se os macrófagos estavam sofrendo apoptose ou

morte lítica através da análise de células que eram positivas para anexina V-PE

(apoptóticas) ou positivas para 7-AAD e 7-AAD + Anexina V-PE (morte lítica) pela

aquisição em citometria de fluxo em 2, 5 e 24 h.p.i. A Figura 32 mostra a estratégia de

gates adotada para a análise de morte celular, já os resultados obtidos foram sumarizados

na Figura 33.

Interessantemente, há um número maior de células viáveis na presença de C.

neoformans nas horas iniciais de infecção, enquanto não há diferença em 5 h.p.i. Há um

ligeiro aumento de morte em macrófagos em infecções mais tardias com C. neoformans,

corroborando os dados de cinética de morte por PI. A presença da melanina de C.

neoformans causou maior morte no início da infecção, porém, apresentou uma morte

significativamente menor nos outros tempos analisados, apesar da diferença muito

pequena. Já a presença de LAC1 não mostrou interferir na morte dos macrófagos, como

pode ser notado na figura 33a.

Em relação ao tipo de morte sofrido, é possível observar que há um aumento de

apoptose dos macrófagos quando estes foram infectados com C. neoformans nos

momentos iniciais (5 h.p.i) quando comparado às células controles, porém essa apoptose

em células infectadas diminui ao longo do tempo até se tornar menor em estágios mais

avançados da infecção (24 h.p.i), reduzindo mais da metade. A presença de melanina

promoveu mais morte lítica em todos os tempos analisados. Já a presença de LAC1

promoveu maior apoptose nos momentos iniciais da infecção, porém a apoptose foi

reduzida em períodos mais longos. Nos momentos mais tardios da infecção (24 h.p.i), a

morte lítica é o tipo predominante, principalmente na presença 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 viáveis,
assim como células que sofreram apoptose e morte lítica pela infecção pelo C. neoformans H99 que
produziam ou não melanina e LAC1.

Macrófagos foram diferenciados a partir de THP-1 e corados com CeelTracker Deep Red 1 uM 2. Leveduras
de C. neoformans H99 selvagem (WT) e ΔLAC1 foram incubadas ou não com L-DOPA por 24h e depois
foram coradas com CellTracker CMFDA 2 uM e interagidas com macrófagos de THP-1 na presença de PSH
10%, MOI 10, por 5 e 24 h.p.i. Primeiramente foi definido o gate para as células com tamanhos dos
macrófagos no gráfico FSC x SSC. Depois, foi analisado apenas as células únicas, excluindo aglomerados
de células que poderiam ter sido adquiridos pelo citômetro e dessa população. Macrófagos 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. Gráficos de dot plots
representando macrófagos infectados com as diferentes condições positivos ou não para fluorescência de
Anexina V-PE e para 7-AAD (PerCP-Cy5.5).
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Figura 33. Proporção de macrófagos mortos e dos que sofreram apoptose ou morte lítica após
infecção com C. neoformans.

Leveduras de C. neoformans H99 selvagem e ΔLAC1 foram incubadas ou não com L-DOPA por 24h e
depois foram interagidas com macrófagos de THP-1 na presença 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 macrófagos pelo FlowJo e
dados referentes à figura Figura 32 foram usadas para criar os gráficos de barras, representando a
proporção de macrófagos viáveis (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 razão de macrófagos que sofreram apoptose (7-AAD
negativos e Anexina V-PE positivos) ou morte lítica (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 confiança.

5.5. Análise de formação de inflamassomas em macrófagos de THP-1
desencadeados pela infecção com C. neoformans, pela sua melanina ou sua LAC1.

Visto que podemos constatar a morte aumentada de macrófagos sob infecção de

C. neoformans foi avaliado se essa morte poderia estar relacionada com o

reconhecimento por sensores de inflamassomas e sua consequente ativação. Para esse

fim, observamos se haveria diferença na abundância e clivagem de proteínas que são

ativadas devido a formação dessas plataformas proteicas por Western blotting. Foi
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analisada, portanto, a expressão de alguns sensores de inflamassomas como AIM2 e

NLRP3, assim como da proteína adaptadora ASC. Além disso, também foi analisado a

produção e ativação (clivagem) das caspases efetoras de morte celular, como Caspase

1(CASP1) e caspase 8 (CASP8), assim como ativação de seus substratos, como

mediadores inflamatórios como a interleucina 1β (IL1β) e efetores de morte relacionado

com piroptose (morte lítica associada a inflamação), como a gasdermina D (GSDMD).

Para analisar se foi adicionado a mesma quantidade de extrato proteico para todas as

condições, foi investigado também a abundância de β actina (ACTB), uma proteína

considerada expressa de forma constante sem sofrer grandes alterações em diferentes

estímulos. Todas as proteínas foram analisadas no período de 2, 5 e 24 h.p.i
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Figura 34. Abundância de NLRP3, AIM2 e ASC em MO-THP1 desencadeada pela infecção com C.
neoformans e o efeito da melanina e LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ΔLAC1 foram incubadas em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Após
esse período, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macrófagos foram lisados com tampão
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
secundários conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescência usando peróxido
de hidrogênio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescência
de um experimento representativo em 2, 5 e 24 h.p.i (A). Abundância relativa das proteínas foram
mensuradas calculando a média de escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectivos
backgrounds presentes na membrana, e logo após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o
controle endógeno (ACTB) (B). Gráficos de barra representando a média e erro padrão da abundância
relativa de 2-3 experimentos realizados em dias diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e
Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina) foram usados como controle positivo, por ser um estímulo
conhecido para ativação do inflamassoma NLRP3.
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Como pode ser notado na figura 34, no início da infecção há um aumento na
produção de AIM2 sob a interação com C. neoformans, enquanto não há um aumento na
abundância de NLRP3. Porém no curso da infecção, a produção de AIM2 tende a decair e
o de NLRP3 começa a crescer até 24 h.p.i. Tanto a melanina quanto LAC1 reduziram a
abundância de AIM2 em basicamente todos os tempos analisados. Já em relação à
abundância de NLRP3 em macrófagos, apenas LAC1 parece interferir, diminuindo sua
produção.

Também foi avaliado a clivagem e consequente ativação das caspases
responsáveis pela morte, como CASP1, CASP3 e CASP8. A foto de um experimento
representativo está representada na figura 35. Avaliando primeiramente a CASP1,
conforme mostrado na figura 35, há um aumento na produção da proCASP1 (p45) nas
primeiras horas de infecção que se mantém de certa forma constante ao longo do curso
da infecção, porém só conseguimos observar sua clivagem para a forma ativa (p10/20)
após 24 h.p.i. Além disso, a presença de melanina em C. neoformans parece aumentar a
quantidade de CASP1 ativas nos momentos finais da infecção, ao mesmo tempo que
diminui a proCASP1, sugerindo que a melanina pode induzir sua ativação. Já a presença
de LAC1 diminuiu a ativação de CASP1 sem alterar a produção de proCASP1.

Figura 35. Abundância de CASP1, CASP3 e CASP8 em MO-THP1 desencadeada pela infecção com C.
neoformans e o efeito da melanina e LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ΔLAC1 foram incubadas em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Após
esse período, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macrófagos foram lisados com tampão
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
secundários conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescência usando peróxido
de hidrogênio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescência
de um experimento representativo em 2, 5 e 24 h.p.i
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Figura 36. Abundância relativa de CASP1p45 e CASP1 p10/20 em MO-THP1 infectados com leveduras
de C. neoformans e a influência da melanina de LAC1.

Abundância relativa das proteínas foram mensuradas a partir de fotos como da Figura 35, calculando a
média de escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectivos backgrounds presentes na
membrana, e logo após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o controle endógeno (ACTB).
Gráficos de barra representando a média e erro padrão da abundância relativa de 2-3 experimentos
realizados em dias diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais
(LPS + nigericina) foram usadas como controle positivo, por ser um estímulo conhecido para ativação do
inflamassoma NLRP3.
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Figura 37. Abundância relativa de CASP8 p55, CASP8 p43/41 e CASP8 p18 em MO-THP1 infectados
com leveduras de C.neoformans e a influência da melanina de de LAC1.

Abundância relativa de CASP8 foi mensurada a partir de fotos como da Figura 35, calculando a média de
escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectivos backgrounds presentes na membrana, e logo
após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o controle endógeno (ACTB). Gráficos de barra
representando a média e erro padrão da abundância relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)
foram usadas como controle positivo, por ser um estímulo conhecido para ativação do inflamassoma
NLRP3.

Assim como proCASP1 abundância da pro-CASP8 é aumentada pela infecção logo

nas primeiras horas de infecção, porém vai decaindo ao longo do tempo. Mas ao contrário
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de CASP1 ativa, podemos perceber uma ativação de CASP8 (p18) a partir de 5h de

interação de MO-THP1 com C. neoformans. A presença da melanina aumentou a

ativação de CASP8 nos momentos mais precoces da infecção, mas sem grandes

alterações em momentos mais longínquos.

Não foi possível 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 porção clivada, portanto, não foi possível visualizar sua cinética de

produção ao curso da infecção com o fungo. Mas foi possível notar que a ativação de

CASP3 (p17/19) foi reprimida no início da infecção, mas induzida nos tempos mais tardios

(24 h.p.i). A presença da melanina de C. neoformans exacerbou a ativação de CASP3,

enquanto LAC1 a diminuiu.
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Figura 38. Abundância relativa de CASP3 p30 e CASP1 p17/19 em MO-THP1 infectados com
leveduras de C.neoformans e a influência da melanina de de LAC1.

Abundância relativa das CASP3 foi mensuradas a patir de fotos como da Figura 35, calculando a média
de escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectibvos backgrounds presentes na membrana, e
logo após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o controle endógeno (ACTB). Gráficos de barra
representando a média e erro padrão da abundância relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)
foram usadas como controle positivo, por ser um estímulo conhecido para ativação do inflamassoma
NLRP3.

Após a análise de clivagem e ativação das caspases, fomos avaliar se alguns de seus

substratos relacionados com a inflamação também haviam sido alterados, como a IL-1Β e

GSDMD. Fotos de experimentos representativos são mostrados na figura 39.

Figura 39. Abundância de GSDMD p53, N e C terminal e IL-1Β p31 e IL-1Β p17 em MO-THP1
infectados com leveduras de C.neoformans e a influência da melanina de de LAC1.

Leveduras de C. neoformans selvagem (WT) e ΔLAC1 foram incubadas em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Depois essas leveduras foram interagidas com MO-THP1, MOI 10, por 2,5 e 24h. Após
esse período, as leveduras extracelulares foram descartadas e os macrófagos foram lisados com tampão
Laemmli para obter o extrato proteíco (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-1Β . Depois, as membranas foram incubada com seus respectivos anticorpos secundários
conjugados a HRP e as membranas foram reveladas por quimioluminescência usando peróxido de
hidrogênio + luminol como substrato para HRP. Fotos de membranas reveladas por quimioluminescência 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 produção maior. no início da infecção, mas se mantém

estável de 5 a 24 h.p.i, e começamos a ver sua ativação apenas nos momentos mais

tardios da infecção para a sua forma ativa (GSDMD N-terminal), quando comparado às

células não infectadas. Porém, aparentemente nem a melanina, tampouco LAC1 de C.

neoformans parece interferir na ativação de GSDMD.
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Figura 40. Abundância relativa de GSDMD p53, N e C terminal em MO-THP1 infectados com
leveduras de C. neoformans e a influência da melanina de LAC1.

Abundância relativa de GSDMD foram mensuradas a partir de fotos como da Figura 39, calculando a média
de escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectivos backgrounds presentes na membrana, e
logo após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o controle endógeno (ACTB). Gráficos de barra
representando a média e erro padrão da abundância relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)
foram usadas como controle positivo, por ser um estímulo conhecido para ativação do inflamassoma
NLRP3.
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A infecção pelo fungo desencadeou um aumento precoce e momentâneo na

produção de pro-IL-1Β (p31), mas essa produção não é mais visualizada no curso mais

longínquo da infecção. Não conseguimos detectar a IL-1Β ativa no lisado de MO-THP1,

como é ilustrado na Figura 41. Talvez porque elas tenham sido secretadas das células

mortas e estejam na maior parte no sobrenadante, porém, não conseguimos analisar

visualizar IL-1Β no sobrenadante através de western blotting.
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Figura 41. Abundância relativa de IL1-B p30 e IL-1Β p17l em MO-THP1 infectados com leveduras de
C.neoformans e a influência da melanina de de LAC1.

Abundância relativa de IL-1Β foi mensurada a patir de fotos como da Figura 39, calculando a média de
escala cinza de cada banda subtraídas de seus respectibvos backgrounds presentes na membrana, e logo
após foi aferido a razão entre os respectivos alvos com o controle endógeno (ACTB). Gráficos de barra
representando a média e erro padrão da abundância relativa de 2-3 experimentos realizados em dias
diferentes. Macrófagos estimulados com LPS por 6 horas e Nigericina nas 2 horas finais (LPS + nigericina)
foram usadas como controle positivo, por ser um estímulo conhecido para ativação do inflamassoma
NLRP3.
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5.6. A influência de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na infecção por C. neoformans

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

Notado que a infecção de macrófagos por C. neoformans, assim como a presença

da melanina e de LAC1, parecia alterar a fagocitose, a morte e a expressão de proteínas

relacionadas aos inflamassomas, foi avaliado se a inibição desses inflamassoma poderia

alterar esses fenótipos. Para esse propósito, macrófagos foram incubados com inibidores

para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8

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

Primeiramente foi analisado se essas proteínas 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. Após esses períodos, as leveduras extracelulares foram

descartadas, os macrófagos recuperados e adquiridos por citômetro de fluxo com o intuito

de se analisar a proporção 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 inibição de CASP1 provocou

uma diminuição da fagocitose de C. neoformans na infecção precoce e a inibição de

CASP8 minimizou mais ainda esse fenótipo, porém não é notado diferença na proporção

de macrófagos com leveduras internalizadas nos momentos mais tardios da infecção. A

inibição de NLRP3 provocou uma diminuição do número de macrófagos que fagocitaram

leveduras a partir de 5h.p.i, mas apresentou um aumento de células que fagocitaram em

24 h.p.i. Já na presença da melanina, a inibição de CASP1 causou o efeito inverso,

aumentado o número macrófagos que fagocitaram leveduras no início da infecção em

mais de 4x, mas sem grandes diferenças nos outros períodos ao longo do curso da

infeção. Sem a presença da LAC1 em C. neoformans, a inibição de CASP1 parece não

modificar mais a fagocitose no início e ter um efeito contrário no final da infecção,

causando um aumento do número de macrófagos que realizaram fagocitose.
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Figura 42. Proporção de MO-THP1 que fagocitaram ou não leveduras de C. neoformans sob inibição
de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram coradas com CellTracker CMFDA antes da infecção.
Macrófagos 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, MOI 10.Após esses tempos, as leveduras
extracelulares foram lavadas e descartadas, os macrófagos foram recuperados e analisados por citometria
de fluxo, usando estratégia de gates já adotada e representada na figura 27.Células DeepRed positivas
foram analisadas quanto a presença ou ausência da fluorescência de CMFDA, definidas como células que
fagocitaram ou não leveduras, respectivamente. Gráficos de barra indicando a soma do número 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 condições por vez.

5.5.2. A influência de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na sobrevivência de C.
neoformans em macrófagos humanos

A fim de avaliar se haveria diferença na sobrevivência de C. neoformans com a

inibição de proteínas NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8, macrófagos 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 macrófagos lisados com água destilada e os fungos internalizados foram recuperados

e plaqueados em placas contendo Saboraud-ágar. Após 48h a 37ºC, as colônias de

leveduras que viáveis 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 inibição de AIM2 pelo inibidor ODN TTAGGG causou uma diminuição da

sobrevivência das leveduras que foram fagocitadas pelos macrófagos, tanto no momento

inicial quanto final da interação. A presença de LAC1 parece aumentar a sobrevivência

das leveduras no início da infecção, sem interferência notável nos outros períodos

analisados. Já a melanina não mostrou interferência na sobrevivência das leveduras sob

inibição das proteínas do inflamassoma/morte.
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Figura 43. CFU de leveduras de C. neoformans fagocitadas por MO-THP1 após 2 horas de infecção
sob inibição de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram interagidas com Macrófagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veículo) por 1h. A interação se deu por 2 h, MOI 10. Após esses tempos, as
leveduras não fagocitadas foram lavadas, os macrófagos foram lisados com água destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37ºC. Após esse
período, as colônias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Gráficos 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 após 5 horas de infecção
sob inibição de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram interagidas com Macrófagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veículo) por 1h. A interação se deu por 5 h, MOI 10. Após esses tempos, as
leveduras não fagocitadas foram lavadas, os macrófagos foram lisados com água destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37ºC. Após esse
período, as colônias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Gráficos 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 após 24 horas de infecção
sob inibição de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram interagidas com Macrófagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veículo) por 1h. A interação se deu por 24 h, MOI 10.Após esses tempos, as
leveduras não fagocitadas foram lavadas, os macrófagos fora lisados comágua destilada e as leveduras
intracelulares recuperadas e plaqueadas em placa contendo Saboraud-agar por 48h a 37ºC. Após esse
período, as colônias que surgiram nas placas foram contabilizadas e determinado seu log10 do CFU.
Gráficos 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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5.5.3. A influência de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na morte de macrófagos
humanos infectados por C. neoformans.

Com o intuito de analisar se a inibição de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 poderia

interferir na morte de macrófagos infectados com C. neoformans, esses foram incubados

com seus respectivos inibidores, interagidos com as leveduras e foi analisado então a

captação de PI pelos macrófagos por fluorímetro de placa por 24h, analisando sua

fluorescência a cada 1 h.p.i..

Pode-se notar que apenas que a inibição de nenhuma das proteínas citadas acima

influenciou na cinética de morte causada pela infecção com C. neoformans, entretanto, na

ausência de LAC1, a inibição de AIM2 (ODN TTAGGG) inibiu drasticamente a morte dos

macrófagos.

A fim de corroborar os dados da cinética de captação de PI, também foi avaliado a

morte de macrófagos sob infecção por citometria de fluxo, corando as células pós

infecção com 7-AAD e analisando a proporção de células positivas para esse corante.

Foi possível verificar que a inibição de CASP8 e NLRP3 reduziu a morte celular de

macrófagos nos momentos iniciais da infecção, mas não alterou a morte em momentos

tardios, ao invés disso, a inibição de CASP1 passa a ter interferência, reduzindo a morte

em períodos prolongados de infecção. Com a melanina, CASP8 deixa de exercer um

papel na diminuição da morte celular. Com a deficiência de LAC1 em C. neoformans, a

inibição de CASP8 também não afeta mais a morte das células, apenas a inibição de

NLRP3 diminui esse fenótipo. Essas informações estão contidas na figura 47.
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Figura 46. Cinética de morte de macrófagos infectados com C. neoformans com inibição de
proteínas do inflamassoma.

Macrófagos foram incubados por 1-2h com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950),
CASP1 (Ac-YVAD-cmk),CASP8 (Z-IETD-fmk) ou com veículo (DMSO). Macrófagos foram infectados com
leveduras de C. neoformans WT, WT + L-DOPA, ΔLAC1 e ΔLAC1 + L-DOPA, MOI 10 por 24 horas em meio
contendo iodeto de propídio (PI). Placa foi incubada a 37ºC em fluorímetro e a análise de fluorescência de
PI era realizada a cada 1h. Gráficos de linhas mostrando cinética de captação de PI por macrófagos
infectados por 20h. Pontos representam as médias referente à de triplicata de um único ensaio, barras de
erro representam o erro padrão da média de três réplicas realizadas no mesmo experimento (A, B, C e D).
Gráficos de barras representando média de triplicata de um experimento, barras de erro representam o erro
padrão da média (E, F G e H). Valores de P calculado por meio de ANOVA não pareada com análise nas
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duas caldas (two-tailed) e pós teste de Dunnet comparando todas as condições infectadas com não
infectada (controle).

Figura 47. Morte celular de MO-THP1 ocasionada por C. neoformans por 2, 5 e 24 h.p.i. sob inibição
de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8.

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram interagidas com Macrófagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veículo) por 1h. A interação se deu por 2, 5 e 24 h.p.i, MOI 10.Após esses tempos,
as leveduras não fagocitadas foram lavadas, os macrófagos foram recuperados e corados com 7-AAD para
análise em citometria de fluxo. Gráficos de barras mostrando proporção de macrófagos viáveis (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 inibição das proteínas

estudadas, também foi verificado por citometria de fluxo a proporção de células que

sofreram apoptose e morte lítica após inibição de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 e

subsequente infecção por C. neoformans contendo ou não melanina e LAC1, conforme

pode ser visto na figura 48. A inibição de CASP8 e NLRP3 ocasionaram uma diminuição

do apoptose no início da infecção, já a inibição de CASP1, NLRP3 e AIM2 ocasionou

diminuição do apoptose em períodos mais prolongados, com os dois primeiros tendo as

reduções mais acentuadas. Com a presença da melanina de C. neoformans, CASP8 já

não causou mais a redução de apoptose, como também gerou um aumento de quase o

dobro na infecção tardia. Na ausência de LAC1, houve maior apoptose sob supressão de

CASP8 e menos apoptose na supressão de NLRP3 nas primeiras horas de interação,

porém a inibição de NLRP3 em infecção prolongada levou a uma maior morte por

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

Leveduras de C. neoformans cepa H99 WT e ∆LAC1 foram incubados em meio mínimo contendo ou não
L-DOPA por 24h. Essas leveduras então foram interagidas com Macrófagos de THP1 previamente
incubados com inibidores para AIM2 (ODN TTAGGG), NLRP3 (MCC950), CASP1 (Ac-YVAD-cmk) e CASP8
(Z-IETD-fmk) ou DMSO (veículo) por 1h. A interação se deu por 2, 5 e 24 h.p.i, MOI 10. Após esses tempos,
as leveduras não fagocitadas foram lavadas, os macrófagos foram recuperados e corados com 7-AAD para
análise em citometria de fluxo. Gráficos de barras mostrando proporção de macrófagos que sofreram
apoptose (7-AAD-, Anexina V-PE+) e morte lítica (7-AAD+) referentes a um experimento. Valores de P
calculados usando teste exato de Fisher comparando dois grupos por vez.
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6. Discussão  

Assim como C. neoformans, vários fungos patogênicos que podem infectar

humanos e outros organismos são capazes de produzir melanina ou adquirir coloração

escura, incluindo Fonsecaea pedrosoi (ALVIANO et al, 1991), Aspergillus fumigatus

(YOUGCHIM et al, 2004), Paracococidiodes brasiliensis (GÓMEZ 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 fitopatogênicos

só conseguem penetrar e promover infecção em seus hospedeiros quando produzem

melanina em seus apressórios, 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 diminuição da fagocitose de C. neoformans na

presença de melanina, assim como em outros trabalhos onde a fagocitose mediada por

anticorpos de leveduras C. neoformans por macrófagos 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 opsonização pelo sistema complemento, mostrando

semelhança na resposta de diferentes espécies contra a infecção por C. neoformans por

mecanismos distintos de opsonização.

A melanina poderia interferir na fagocitose das células de levedura pela redução da

deposição de proteínas do complemento, como C3, como em A. fumigatus. Mutantes

deste fungo incapazes de produzir melanina apresentaram maior deposição de C3 e

maiores taxas de fagocitose (TSAI et al, 1998). Porém, já foi constatado que não houve

diferença na deposição da proteína C3 em leveduras que produziam ou não melanina.

Portanto, essa inibição da fagocitose talvez possa ser devida à melanina extracelular ou

em cepas com cápsulas pequenas, onde a melanina presente na parede celular poderia

interferir diretamente na deposição de C3, o que não é observado em cepas

encapsuladas (ROSAS et al, 2002 ). Acredita-se que a melanina de C. neoformans confira

carga mais negativa à superfície da levedura, mesmo sendo menor que a conferida pela

cápsula (NOSANCHUK & CASADEVALL, 1997), o que poderia influenciar na ancoragem

de proteínas do complemento à superfície da levedura. células de levedura e,

conseqüentemente, reduzem sua opsonização. Outro fator que pode estar relacionado à
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inibição da fagocitose do C. neoformans é a capacidade do fungo de secretar vesículas

para fora da célula infectada (PANEPINTO et al, 2009). Essas vesículas 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

degradação enzimática (ROSAS & CASADEVALL, 2001) e radicais livres (POLACHECK,

PLATT, & ARONOVITCH. 1990; JACOBSON E EMERY, 1991; JACOBSON E TYNNELL,

1993; WANG, AISEN & CASADEVALL, 1995). Portanto, a ação de enzimas digestivas e

espécies reativas após a fagocitose de C. neoformans presentes no fagolisossomo

poderia ser mitigada pela melanina. A produção de melanina por Aspergillus fumigatus,

Paracoccidioides brasiliensis, Talaromyces marneffei, Rhizopus spp e Sporotrix schenckii

também reduziu a fagocitose dos fungos pelos fagócitos, além de aumentar sua

resistência à destruição 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 inibição da

fagocitose e conferindo maior persistência do fungo durante a infecção.

Nossas descobertas sugerem que a infecção por C. neoformans é capaz de induzir

a ativação do NF-κB 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 infecção por C. neoformans

também é capaz de causar ativação da via IRF e que tanto a melanina quanto a LAC1

parecem não ter participação. A ativação da via NF-kB é responsável por promover a

expressão de alguns mediadores de inflamação, 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 abundância de alguns componentes do inflamassoma

após a infecção por fungos.

Já foi averiguado que isolado clínicos vindo de pacientes vivendo com AIDS e com

meningite criptocócica, onde isolados com maior atividade de lacase tiveram mais

fagocitose por macrófagos ex-vivo (SABIITI et al, 2014). O fato de haver maior fagocitose

estava diretamente relacionado com maior carga fúngica presente no fluido

cérebro-espinhal, ou seja, a LAC1 de C. neoformans poderia estar relacionada com um

pior prognóstico desses pacientes. Além disso, nosso grupo já havia observado menor

fagocitose em leveduras de C. neoformans deficientes em LAC1 em macrófagos murinos

(dados não publicados). Porém não foi possível atestar aumento de fagocitose na
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presença de LAC1, mais estudos precisam ser feitos para constatar se de fato essa

enzima pode interferir na fagocitose ou não das leveduras.

Ademais, foi observado em nosso trabalho que, embora houvesse menos

leveduras intracelulares quando produziam melanina, essas tiveram uma sobrevivência

aumentada, gerando maiores CFUs quando comparadas com leveduras sem melanina.

Isso pode ser explicado pelo fato de a melanina conferir maior defesa à degradação

enzimática (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 ação de enzimas digestivas e de

espécies reativas após a fagocitose de C. neoformans presentes no fagolisossomo

poderiam ser amenizadas pela melanina. 

Devido ao fato de termos observado que a cepa ΔLAC1 também é capaz de

produzir melanina, mesmo que de forma mais retardada quando comparado com a cepa

selvagem, sugerimos que podem haver outras enzimas responsáveis pela produção de

melanina a partir da L-DOPA ou que colaboram com a produção dessa molécula. A lacase

2 poderia ser uma dessas enzimas, visto que esta possui 75% de similaridade com a

LAC1, também é induzida pela privação de glicose e sua ausência causa apenas um

pequeno atraso na produção de melanina (PUKKILA-WORLEYN et al, 2005). A presença

apenas da lacase 2 na cepa ΔLAC1 poderia estar compensando a atividade da LAC1 e

sendo responsável pela produção de melanina nessa cepa de forma atrasada quando

comparada com a selvagem. 

Além disso, observamos que quanto maior a densidade de leveduras inoculadas

mais rápido ocorria a melanização 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 às demais para que possam se proteger de um

determinado sinal de estresse. A presença de quorum-sensing já foi observado em C.

neoformans, onde esses fatores liberados conseguiram provocar maior crescimento,

assim como também induziu uma melanização mais rápida nas leveduras

(ALBUQUERQUE et al, 2013) 

Independente da produção de melanina, a lacase 1 pode ser responsável por

promover virulência por si só, visto que ela é requerida para que o C. neoformans possa

realizar exocitose não-lítica in vitro (FRASÃO et al, 2020), o que confere vantagens ao

fungo. A presença da melanina também facilitou sua disseminação (NOVEER et al, 2004),

promoveu maior sobrevivência das leveduras e recrutamento de leucócitos nos pulmões
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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 doenças em mamíferos são

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 formação de inflamassoma pela ativação de proteínas 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 macrófagos,

porém, tanto C. neoformans capsular, GalXM, GXM inibem esses fenótipos (CHIAPELLO

et al, 2003; CHIAPELLO et al, 2004 CHIAPELLO et al., 2008; VILLENA et al., 2008;

Curiosamente, a ausência de CASP1 causou ativação do inflamassoma NLRP3-CASP8

não canônico (Chen et al., 2015). Além disso, alguns metabólitos fúngicos, como o ácido

DL-indole-3-láctico (ILA), também diminuíram a ativação do inflamassoma e a morte

celular nas células hospedeiras (Bürgel et al., 2020). Portanto, alguns componentes do C.

neoformans são capazes de provocar morte celular e inflamação, enquanto outros podem

modular estas características em células hospedeiras infectadas. Porém, até hoje, não

temos estudos anteriores relacionando a melanina ou LAC1 com a ativação do

inflamassoma e morte celular.

Nossos achados também indicam que a infecção por C. neoformans provocou

células mais viáveis ​​no início da infecção em comparação com células não infectadas,

indicando provavelmente uma indução de replicação de macrófagos. Alguns trabalhos já

descreveram que a infecção por C. neoformans poderia desencadear a mitose de

macrófagos, aumentando a progressão 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 presença intracelular de C. neoformans

induz a proliferação e produção de Ciclina D1 apenas nas primeiras horas de infecção e

depois a sua abundância começa a diminuir significativamente ao longo da infecção (Luo

& Casadevall, 2010). No entanto, na infecção prolongada, os danos nas células do

hospedeiro são consideráveis ​​e ocorre a morte celular, o que é 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 presença de melanina em C. neoformans provocou mais

morte lítica, o que está 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 início da infecção. e a ativação de CASP1, CASP3 e CASP8 já

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 produção

e clivagem de GSDMD foi observada sob infecção por C. neoformans e que seus fatores

de virulência podem modulá-la. Nas demais infecções, a GSDMD é a única proteína da

família Gasdermin, que promove proteção 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 lítica na infecção tardia,

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

A mitocôndria está relacionada à produção de ERO e, consequentemente, à

ativação do inflamassoma (Wiese et al., 2012). Além disso, muitos patógenos estão

envolvidos na manipulação de funções mitocondriais, como bactérias e protozoários

(Rudel, Keep & Kozjak-Pavlovic, 2010; Hwang et al., 2010). Descobriu-se recentemente

que o GSDMD também promove a permeabilização da membrana mitocondrial e a

piroptose (Miao et al., 2023). Já foi relatado que a infecção por C. neoformans poderia

desencadear despolarização e mau funcionamento mitocondrial in vitro e in vivo (Coelho

et al., 2015). Como nosso trabalho encontrou clivagem e provavelmente ativação da

GSDMD, e outros trabalhos estabeleceram uma ligação entre a infecção por C.

neoformans e o comprometimento mitocondrial, levantamos a hipótese de que a GSDMD

possivelmente esteja relacionada a esse fenótipo, atraindo para membranas mitocondriais

externas e internas e promovendo sua permeabilização.

A explicação 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 fração que promove a formação de poros e a piroptose. Então a ativação de CASP3

poderia atuar como um regulador negativo para controlar a morte lítica e a maturação de

IL-1B (Wright et al, 2024).

Além disso, a presença de LAC1 promoveu clivagem tardia de CASP1 e CASP3. É

a primeira vez que se observa a influência da melanina e LAC1 nos componentes dos

inflamassomas e sua interferência na morte celular.
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Também foi observada maior ativação de caspase 8 por macrófagos infectados

com C. neoformans apenas nos momentos iniciais da infecção e na ausência de LAC1,

porém esse fenômeno foi diminuido nas horas finais de infecção, associando-se à uma

ativação maior de caspase 1. Esse fato concorda em parte com a observação de uma

diminuição acentuada de apoptose entre o início e fim da infecção, com os tempos mais

tardios tendo a morte lítica como majoritária. Já 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 está intrinsecamente relacionada com a morte piroptótica (FRANCHI et al,

2009; MIAO, RAJAN & ADEREM, 2011). 

É sabido que a morte celular ocasionada por C. neoformans é dependente da

viabilidade e fagocitose das leveduras pelos macrófagos, visto que leveduras

encapsuladas não opsonizadas conseguem escapar da fagocitose, não estão aptas a

provocar morte, ativação de IL-1Β e CASP1 e oligomerização de ASC, já cepas sem

cápsula sim (GUO et al, 2014; CHEN et al, 2015). Isso indica que a morte celular só pode

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

É importante salientar que não há trabalhos relatando a influência da melanina e da

LAC1 na morte e na inflamação de células hospedeiras, tampouco de macrófagos

humanos. Portanto, nosso trabalho é o primeiro a analisar o efeito desses fatores de

virulência de C. neoformans no contexto de morte celular e produção de mediadores

inflamatórios por células humanas, trazendo grandes avanços para área de imunologia e

virulência da criptococose.  
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7. Conclusão 
Podemos atestar que mesmo com a ausência de LAC1 em C. neoformans, é

possível que o fungo produza melanina na presença de seus precursores. Isso indica

haver outras enzimas também responsáveis pelo processo de melanização, que ainda

são pouco estudadas, abrindo a possibilidade de novos campos de pesquisa sobre o

agente etiológico em questão. Além disso, é provável que haja uma participação de

quorum-sensing no processo de melanização dessas leveduras, visto que quanto maior a

densidade celular, logo maiores fatores extracelulares secretados, mais rápido ocorre a

produção de melanina. 

O soro humano se apresentou como melhor alternativa para propiciar a

opsonização de leveduras de C. neoformans e sua internalização por macrófagos

humanos, e não houve diferença de opsnonização usando soro fresco ou o usando

depois de ter sido congelado. Como já foi visto em outros estudos, neste também

podemos conferir que na ausência de agente opsonizante, a fagocitose do fungo é

basicamente abolida. Ademais, o soro mesmo sem ser inativado, não altera a viabilidade

das células humanas alogênicas se for utilizado abaixo de 40% no momento da interação,

assim como também não 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 presença de soro, indicando

que esses fatores de virulência parecem não interferir na ativação do sistema

complemento do hospedeiro. 

Concluímos com este trabalho que a presença da melanina em C. neoformans,

diminuiu sua fagocitose e sua destruição por macrófagos humanos, enquanto LAC1 nas

leveduras não parece ter interferência na sua internalização, porém diminuiu sua

sobrevivência no interior da célula hospedeira. Apesar dessa diferença na fagocitose, não

houve diferença no número de leveduras internalizadas por célula no início da infecção. 

A infecção com C. neoformans provoca maior morte de macrófagos humanos após

24h de interação, sendo que há um maior apoptose das células nos momentos iniciais da

infecção, mas que dá lugar basicamente a uma morte piroptótica nas horas finais.

Ademais, a presença da melanina inibiu a apoptose durante todo o curso da infecção,

assim como a presença da LAC1, mas esta apenas após 24 h.p.i. O aumento de

apoptose dos macrófagos nas primeiras horas de infecção parece ter uma relação direta

com a ativação da caspase 8, a qual é clivada nas primeiras horas de infecção. Já a

presença predominante de morte lítica na infecção mais tardia coincide com uma

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

provocado pela melanina e LAC1 estão sumarizadas na Figura 49.

Figura 49. Papel da infecção de C. neoformans na fagocitose, inflamação e morte de macrófagos
humanos e interferência da melanina e LAC1 das leveduras nesses mecanismos.

Leveduras de C. neoformans são fagocitadas por macrófagos sob opsonização com proteínas do sistema
complemento, o que ativa as vias de trasduções do NF-kB e IRF, responsáveis pela expressão de produção
de citocinas inflamatórias e de interferons do tipo I, assim como de seus produtos. Uma parte delas são
destruídas em seu interior e a outra consegue sobreviver ao longo de 24 h.p.i. O fungo provoca aumento de
produção de NLRP3, proCASP1 e proCASP8, além das suas respectivas clivagens, embora com cinéticas
distintas. Além disso, a infecção também proporcionou a produção de GSDMD e IL-1B, assim como a
clivagem de GSDMD. Podemos observar mais apoptose ocorrendo no início da infecção, enquanto em
períodos mais prolongados, a morte lítica predomina, que talvez possa ser explicado pelo aumento de
clivagem das CASP8 nos períodos mais precoces e de CASP1 e GSDMD nos mais tardios. A presença da
melanina nas leveduras inibe fagocitose e aumenta a sua sobrevivência no interior do macrófago. Esse fator
também inibiu a produção de AIM2 no início da infecção, porém fez aumentar a clivagem de GSDMD,
coincidindo com o aumento de morte lítica. Enquanto o LAC1 não interferiu na fagocitose, reduziu a
sobrevivência das células de levedura dentro dos macrófagos. Além disso, o LAC1 promoveu maior
produção de NLRP3, inibição da clivagem de CASP1 e induziu morte lítica.

Além disso, as proteínas NLRP3, CASP8 parecem estar envolvidas nesse

processo no início da infecção, visto que estas ativas provocaram aumento da apoptose,

enquanto NLRP3, AIM2 e CASP1 proporcionaram uma diminuição em fases mais

prolongadas da infecção. Ademais, a presença tanto de melanina como de LAC1 nas

leveduras internalizadas, proporcionou uma mitigação da apoptose com consequente

aumento de morte lítica das células hospedeiras.
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Já em relação a fagocitose, CASP1 e CASP8 nos macrófagos promoveram mais

fagocitose de leveduras, enquanto CASP1 parece ser dispensável nesse processo

quando as leveduras produzem melanina. Porém, enquanto NLRP3 parece inibir a

fagocitose de C. neoformans, este provoca o efeito inverso na presença de melanina.

Nossos dados também sugerem que apenas o AIM2 pode ter um papel na sobrevivência

do fungo, visto que sua inibição causou uma menor carga fúngica, onde a presença de

LAC1 nas leveduras ocasionou maior sobrevivência destas. As funções de NLRP3, AIM2,

CASP1 e CASP8 do hospedeiro sob a infecção com C. neoformans e como a melanina e

LAC1 deste podem modular esses fatores foram sintetizados na Figura 50.

Figura 50. Interferência de NLRP3, AIM2, CASP1 e CASP8 na fagocitose de C. neoformans e na
inflamação e morte de macrófagos humanos e interferencia da melanina e LAC1 das leveduras
nesses mecanismos.

CASP1 e CASP8 parece aumentar a fagocitose de leveduras de C. neoformans em macrófagos, porém
NLRP3 causou sua diminuição, apesar de tanto NLRP3 e CASP8 estarem relacionado com um acréscimo
de apoptose nas células infectadas. Já a melanina e LAC1 do fungo mitigou essa morte apoptótica. CASP1
parece já não ter mais envolvimento na fagocitose das leveduras na presença de melanina. Apenas o AIM2
de macrófagos parece ter função na sobrevivência de leveduras, principalmente quando estas possuem
LAC1, visto que AIM2 proporcionou maior replicação fúngica.

Portanto, nossos dados indicam que C. neoformans é capaz de provocar a morte

de macrófagos humanos. A presença de melanina e de LAC1 provocam menos morte

apoptótica, este último apenas em infecções prolongadas de 24 h.p.i. No âmbito do

hospedeiro, as proteínas NLRP3 e CASP8 parecem ser responsáveis por causar uma
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maior morte apoptótica dos macrófagos sob infecção com o fungo, apesar de modular a

fagocitose de modo distinto. Já o AIM2 possibilita maior sobrevivência das leveduras

internalizadas. Já a melanina e LAC1 parecem modular a morte celular de macrófagos,

ocasionando mais morte lítica quando comparado com a infecção sem a presença desses

fatores de virulência.
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