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RESUMO

THAIS AMANDA DE PINHO SILVA. Caracterizagdo do papel do
Metabolismo lipidico de granulécitos na infeccdo por Cryptococcus
neoformans selvagem e seu mutante acapsular. Universidade de Brasilia,
2014.

Granuldcitos contribuem de forma significativa na resposta imunoldgica contra
infeccbes. Dentre eles, os mais presentes na circulagdo sanguinea sdo 0s
neutréfilos e eosindfilos. Cryptococcus neoformans € uma levedura patogénica
adquirida pela inalacdo e pode causar desde pneumonia até meningoencefalite
em individuos imunocomprometidos. Alguns fatores de viruléncia do fungo tornam
possivel a infeccdo, dentre eles o principal € a presenca de uma capsula
polissacaridica. Durante a infeccdo, ocorre um recrutamento de neutrofilos,
eosindfilos, macrofagos entre outras células. Esses fagocitos podem matar ou
inibir o crescimento do fungo ao ativarem uma resposta inflamatoria. Um dos
marcadores de ativacdo celular durante a resposta inflamatéria sdo os corpusculos
lipidicos (CLs). Estas organelas multifuncionais, sdo locais de sintese de
importantes mediadores inflamatoérios. Durante a resposta inflamatoria, ocorre uma
importante producdo de eicosanoides, como os leucotrienos e as prostaglandinas.
Dentre as prostaglandinas, a prostaglandina D2 é um dos principais mediadores
lipidicos que medeia a resposta inflamatéria de granuldcitos. assim, o objetivo
desse trabalho foi investigar os mecanismos inflamatoérios envolvidos na ativagéo
do metabolismo lipidico de granuldcitos por C. neoformans, analisando o papel da
capsula nesse processo. Demonstramos que C. neoformans acapsular Cap67
induz o aumento do tamanho e granulosidade celular em granuldcitos. Essa
modificacdo ndo foi causada pelos componentes da capsula ou lipideos totais do
fungo. A infeccdo por Cap67 também induziu o aumento de CLs, porém os
lipideos do fungo contribuiram para este processo. Esse aumento de CLs foi
dependente da enzima COX (mediadora de prostaglandinas) e independente de 5-
LO e 15-LO (mediadoras de leucotrienos). A infecgdo pelo sorotipo D B3501
induziu um aumento da expressao de PGD2 em granuldcitos o qual foi revertido
pelo mutante acapsular Cap67. A expressao do receptor nuclear PPARgamma foi
aumentada e o fator de transcricdo NFkB nao foi translocado durante a infeccéo
por Cap67. Os receptores de PGD2, DP1 e CRTH2, n&o interferem na biogénese
de CLs, mas modulam a capacidade fagocitica e de eliminacdo dos fungos pelos
granulécitos. Todos esses resultados mostram a importancia da via das PG na
biogénese de CL, na fagocitose e na eliminacdo de C. neoformans por
granuldcitos. Nesse trabalho foi proposta uma nova via de escape do patdgeno C.
neoformans.

Palavras-chave: Granulécitos, Cryptococcus neoformans, Corpusculos

Lipidicos, Prostaglandina D2



ABSTRACT

THAIS AMANDA DE PINHO SILVA. Characterization of the role of
granulocyte lipid metabolism in the infection by Cryptococcus neoformans
wild type and its acapsular mutant. University of Brasilia, 2014.

Granulocytes significantly contribute to immune responses against infections.
Among ganulocytes, the most common cell type in bloodstream is neutrophil and
eosinophil. Cryptococcus neoformans is a pathogenic yeast acquired by inhalation
and may cause pneumonia and even meningoencephalitis in immunocompromised
individuals. Some fungal virulence factors, such as presence of polysaccharide
capsule, make infection more feasible to occur. During infection, occurs a
recruitment of neutrophils, eosinophils, and macrophages, among other cells.
These phagocytes may Kill or inhibit the fungal growth, activating an inflammatory
response. One of the markers of cellular activation during the inflammatory
response is an organelle called lipid body (LB). These multifunctional organelles
are sites of important inflammatory mediators synthesis. During an inflammatory
response, there is substantial production of eicosanoids such as leukotrienes and
prostaglandins. Among the prostaglandins, Prostaglandin D2 is the key lipid
mediator that mediates inflammatory response of granulocytes. Thus, the aim of
this study was to investigate the inflammatory mechanisms involved in activation of
lipid metabolism of granulocytes caused by C. neoformans infection, analyzing the
role of the fungal capsule in this process. Here we demonstrate that C. neoformans
acapsular Cap67 induced the increase of the cell size and granulosity in
granulocytes. The fungal lipid extract or capsule components did not cause this
modification. The infection by Cap67 also induced the increase of LBs, however
the fungal total lipids may contribute to this process. This increase of LBs was
dependent on COX (prostaglandin mediator) and independent on 5-LO and 15-LO
(leukotriene mediator). The infection with serotype D B3501 induced an increased
expression of PGDzin granulocytes, which was reversed by the acapsular mutante
Cap67. The expression of the nuclear receptor PPARgamma increased and the
transcription factor NFkB did not translocated during the infection by Cap67. The
PGD: receptors, DP1 and CRTH2, did not interfere in the biogenesis of LBs, but
modulated the phagocytic capacity and killing of fungi by granulocytes. All these
results show the importance of the PG signaling pathway in the biogenesis of LBs,
the phagocytosis and the killing of C. neoformans by granulocytes. In this work we
have proposed a new escape pathway for the pathogen C. neoformans.

Keywords: Granulocytes, Cryptococcus neoformans, Lipid bodies,

Prostaglandin D2
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1-Introducéo

1.1 - Resposta Imune Inata

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa contra patégenos e
€ mediada por fagécitos, como macrofagos, mondcitos, neutroéfilos, eosinodfilos e
células dendriticas (Akira et al., 2006). O primeiro passo para a inducdo de uma
resposta imune inata contra patégenos, depende do reconhecimento de estruturas
conservadas nesses organismos por ceélulas imunolégicas. Essas estruturas
conservadas sdo conhecidas como padrfes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs) e podem ser secretados ou estar presentes na superficie do mesmo
(Seider et al., 2010). Os PAMPs sao estruturas extremamente conservadas em
microorganismos, pois Sao essenciais para sua sobrevivéncia (Akira et al., 2006).

O sistema imune inato reconhece microorganismos através de um
limitado namero de receptores de reconhecimento padrdo (PRR), pelos quais os
PAMPs e DAMPs (padrées moleculares associados a perigo) sao reconhecidos.
Diferentes PRRs interagem com PAMPs e ativam vias de sinalizacdo especificas
levando a respostas distintas, dependendo do patdégeno e do tipo de célula efetora
(Akira et al., 2006; Seider et al., 2010). O reconhecimento de PAMPs pode resultar
na fagocitose, secrecdo de compostos microbicidas e producdo de mediadores
pro-inflamatérios (Valdez et al., 2012).

Uma das maiores vias de entrada para diversos patdégenos € o trato
respiratério, por estar constantemente exposto ao ambiente externo. Diante disso,
h&4 a presenca de diversos tipos celulares, como células epiteliais, células
dendriticas, macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e linfocitos B e T, contribuindo

para a resposta imunolégica no pulméao (Chen & Kolls, 2013).

10



1.2- Funcdes e Caracteristicas de Granulocitos

Os leucocitos polimorfonucleares (PMN) ou granuldcitos, incluindo
neutrofilos, basofilos e eosindfilos, sdo conhecidos por contribuir na resposta
imune inata contra infec¢des por bactérias, fungos e helmintos. Em pacientes com
a doenca granulomatosa crénica, na qual ha uma diminuicdo na eficicia dessas
células, as infec¢des fangicas sdo mais severas e rotineiras, demonstrando a
importancia dessas células na resposta contra fungos patogénicos (Cohen et al.,
1981). Tais células possuem proeminente resposta contra fungos oportunistas em
sua forma de hifa, como nas espécies do género Candida (Roilides et al., 1995)

Os granulécitos possuem numerosos mecanismos de agdo, como
fagocitose, liberacdo de proteinas microbicidas toxicas presentes nos granulos, a
liberacdo de armadilhas extracelulares e a producéo de citocina e mediadores
lipidicos. Apos a fagocitose os granulos se fundem na membrana do fagossoma e
liberam seus conteddos diretamente no microorganismo a fim de elimina-lo
(Mambula et al., 2000; Urban et al., 2006). As armadilhas extracelulares tém como

funcdo principal a inibicdo da disseminacdo do patdogeno (Mantovani et al., 2011).

Figura 1.1: Mecanismos de acdo presentes em neutrofilos. Fagocitose (A e B)
e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (C). Em A e B as setas indicam
granulos citoplasmaticos e quadrado branco indica uma bactéria dentro do
fagossoma. Em C séo visualizadas as armadilhas em volta de C. albicans. Fonte:

Urban, C.F. et al. 2006. How do microbes evade neutrophil killing?
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Dentre os granuldcitos, os mais abundantes na circulagdo sanguinea
sdo os neutrdfilos, com uma porcentagem de 40-75%, e eosindfilos, com uma
porcentagem de 2-4%.

Neutrofilos séo células efetoras essenciais para o sistema imune inato e
estdo envolvidos na resolucdo de infec¢des por patdgenos (Urban et al., 2006).
Essas células sdo as primeiras a serem recrutadas para o local de inflamacéo
durante a infeccao por fungos e bactérias (Thomas et al, 2013). Os patdégenos sao
mortos através da combinacdo de diversos mecanismos de morte, envolvendo
processos nao-oxidativos e oxidativos através da producdo de ROS (Mantovani et
al.,, 2011). Os granulos sao liberados apds o estimulo e liberam enzimas
essenciais para o estresse oxidativo, além de lisozimas e serinoproteases como a
elastase (Amulic et al., 2012). Esse subtipo celular € capaz de sintetizar
mediadores lipidicos, com fungcédo autocrina, como leucotrieno Bs (LTBa4) (Peters-
Golden et al., 2007) e PGE2 (Wright et al., 2010).

Eosindfilos sédo células multifuncionais imuno-moduladoras que
participam de ambas as respostas imune inata e adaptativa através da expressao
de varios receptores e da secrecdo de uma variedade de mediadores lipidicos.
Apés ativagdo, eosinofilos podem apresentar secre¢do dos conteudos preé-
formados dos seus granulos, incluindo proteinas toxicas, enzimas, citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos bioativos derivados do acido araquiddnico
(AA). Eosindfilos podem sintetizar Lipoxina As (LXAs), Eoxina Ca (EXCa),
Tromboxano B2 (TXB:2), bem como prostaglandina E2z e D2 (PGEz2 e PGDz,
respectivamente) (Luna-Gomes et al., 2003). Assim como outras células com perfil
Th2, eosindfilos produzem e liberam citocinas anti-inflamatorias como as citocinas
imunorregulatérias IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Schuligoi, R. et al. 2010).
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1.3- Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € um patdégeno intracelular facultativo que &
adquirido por meio da inalacdo de esporos e/ou de leveduras dessecadas e pode
causar desde pneumonia até infeccdo no SNC e morte em individuos
imunocomprometidos, majoritariamente em pacientes infectados por HIV.
Aproximadamente 1 milhdo de pacientes com HIV séo infectados por C.
neoformans por ano (McTaggart et al., 2011) e € estimado que cerca de 600,000
pacientes morram todo ano pela meningoencefalite (Piehler et al., 2011; Holmer et
al., 2013; McTaggart et al., 2011).

Apesar da maioria dos casos serem em individuos
imunocomprometidos, essa levedura encapsulada também é capaz de infectar
hospedeiros saudaveis, mantendo-se latente e assintomatica por longos periodos
de tempo até que o hospedeiro se torne imunocomprometido e suscetivel, 0 que
torna a infeccdo ativa, podendo entdo o fungo disseminar-se para o SNC,
resultando em morte do hospedeiro em cerca de 70% dos casos de acordo com o
tratamento (Garro et al., 2010; Holmer et al., 2013; Srikanta et al., 2014; Qiu et al.,
2012; McTaggart et al., 2011).

A classificacdo atual define duas espécies: C. neoformans var. grubii
(Sorotipo A) e var. neoformans (Sorotipo D); e C. gattii (Sorotipo B e C). C.
neoformans é encontrado em todo mundo associado a excreta de aves,
principalmente pombos, e causa a maioria das infeccées em humanos. C. gattii,
por sua vez, € relacionado a varias espécies de arvores e raramente causa
doencas em humanos. O sorotipo A (C. neoformans var. grubii) € mais ubiquo,
mais encontrado nas infec¢cbes de pacientes HIV-positivos (Srikanta et al., 2014) e
as linhagens geralmente possuem um alto poder imunomodulatério (Qiu et al.,
2012), enquanto o sorotipo D (C. neoformans var. neoformans) esta mais presente
em algumas areas geograficas, como na Europa, e é mais relacionado com

pacientes idosos e com pacientes usando corticoesterdides (Franzot et al., 1999).
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Figura 1.2: Representacdo do ciclo de infeccdo por Cryptococcus
neoformans. Alguns animais séo fontes de dispersdo, como 0os pombos, sendo 0
fungo capaz de sobreviver nas excretas desses animais e em arvores ou galhos
do meio ambiente. Esse fungo estabelece uma infec¢cdo pulmonar através da
inalacdo de esporos presentes no ambiente e dependendo da condigéo
imunoldgica do individuo a infeccdo pode ser latente ou disseminar para o SNC,
resultando na meningite criptocéccica. Adaptado de: Hull & Heitman. 2002.

Genetics of Cryptococcus neoformans.

C. neoformans demonstra um tropismo pelo SNC, frequentemente
causando meningite fatal. A entrada no SNC € um passo chave na patogénese de
C. neoformans, sendo o fungo capaz de ultrapassar a barreira hematoencefélica
(Srikanta et al., 2014). Este fungo é a causa lider de micose fatal ligada a
disseminacéao para SNC (Qiu et al., 2012).

Para ser capaz de infectar hospedeiros humanos e invadir o SNC, C.
neoformans precisa de fatores de viruléncia que alterem a habilidade do

hospedeiro de eliminar a infeccéo inicial e prevenir a disseminacao sistémica
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(Osterholzer et al., 2009), além de fatores que permitam o crescimento das
leveduras em ambiente ndo favoravel. C. neoformans € capaz de proliferar dentro
dos fagossomas das células hospedeiras e crescer a 37°C, 0 que provavelmente
confere vantagens na disseminacgéo e evasao imunolégica (Srikanta et al., 2014).

1.4- Capsula e Mecanismos de Evaséao

C. neoformans possui diversos fatores de viruléncia que auxiliam no
crescimento da levedura e escape da resposta imunoldgica. Dentre estes fatores,
destacam-se: a capacidade de crescer e sobreviver a 37°C, a producao de
melanina através da lacase, a producdo de manitol, a secre¢cdo de proteases e
fosfolipases e a presenca de capsula (Srikanta et al., 2014).

Dentre todos os fungos patogénicos, C. neoformans é o Unico que
possui uma capsula polissacaridica. Essa capsula € composta primariamente de
dois polissacarideos, glucoronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM),
e € o fator de viruléncia mais estudado (Srikanta et al., 2014). GXM interfere na
migracdo de granulécitos da circulacdo sanguinea para o tecido, evitando o
rolamento das células e adesdo ao endotélio, bloqueando assim a acdo das
quimiocinas (Ellerbroek et al., 2004). A funcdo de GalXM permanece
desconhecida (McFadden et al., 2006), mas pode estar associada a montagem da
capsula e inducéo de morte de linfocitos T (De Jesus et al., 2009).

A capsula polissacaridica pode crescer varias vezes o tamanho da
célula em espessura. Estudos indicam que as leveduras que ndo possuem essa
estrutura sdo avirulentas e que a capsula inibe fagocitose e outras respostas
imunoldgicas (Srikanta et al., 2014). Essa inibicdo ocorre devido ao fato da
capsula evitar o reconhecimento de PAMPs, como p-glucana, quitina e

manoproteinas (Seider et al., 2010).
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Figura 1.3: Micrografias evidenciando a presenca de capsula de diferentes
tamanhos em C. neoformans. Leveduras com capsula pequena (A) e grande (B).
Fonte: McFadden et al. 2006. The capsular dynamics of Cryptococcus

neoformans.

1.5- Resposta Imunolégica na Infecgcdo por C. neoformans

Devido ao fato de C. neoformans ser adquirido pelas vias respiratorias,
as células e proteinas do pulmdo sdo as primeiras linhas de defesa contra o
patégeno (Holmer et al., 2013). Na iniciacdo da resposta inflamatéria contra C.
neoformans, as células recrutadas incluem neutrdfilos, eosinofilos,
monaocitos/macrofago, células dendriticas, linfocitos e células natural killer (Garro
et al.,, 2010). Esses fagocitos profissionais como neutrdéfilos, eosindfilos e
macréfagos ativados podem matar ou inibir o crescimento de C. neoformans in
vitro (Price & Perfect, 2011).

A eliminacdo de C. neoformans do pulm&o e a prevencdo da
disseminacéo é dependente do desenvolvimento de uma resposta adaptativa Thl
e/ou Thl7 contra a levedura. O desenvolvimento de uma resposta Th2 nos
pulmdes ndo € protetora e é associada com a persisténcia e proliferacdo de C.
neoformans (Osterholzer et al., 2009; Qiu et al., 2012; Huffnagle et al., 1997; Price
& Perfect, 2011; Holmer et al., 2013). A resposta Th2 representa a via
imunopatoldgica que promove a doenca através da permissdo das leveduras se

16



proliferarem e disseminarem para o SNC, resultando na meningite criptocéccica
(Piehler et al., 2011). Em resumo, a eliminacdo da infeccdo por C. neoformans
requer o desenvolvimento de uma resposta celular protetora, e em infeccdes
cronicas ou disseminadas o balanco Th1l-Th2 € deslocado para resposta Th2
(Noverr et al., 2003).

A linhagem mais virulenta H99 inibe a indugcéo de IL-17 e IFN-a e
aumenta a resposta Th2 nos pulmdes. Entretanto, mesmo em camundongos
mutantes para IL-4 e IL-13, H99 consegue alcancar o SNC. A disseminacao da
linhagem mais virulenta, portanto, é através de outros mecanismos além de néo
promover a resposta Th2 nos pulmdes (Qiu et al., 2012).

Na Criptococcose humana, os eosinéfilos ndo sdo usualmente descritos
como componentes principais da resposta inflamatoria, embora eles tenham sido
achados no liquido cefalorraquidiano de pacientes com meningite e em abcessos
durante a infec¢céo por C. neoformans (Feldmesser et al., 1997).

Eosindfilos sé@o recrutados para os locais inflamatérios em varias
infeccbes. Embora eles sejam predominantes em infec¢cdes por helmintos, eles
também estdo presentes exercendo importante resposta imunolégica em
infec¢Bes contra fungos e bactérias. Eosinofilos sédo recrutados na infeccdo por
ambos os sorotipos A e D de C. neoformans e liberam o conteddo dos seus
granulos quando em contato direto com as leveduras, levando-as a morte de uma
forma dependente do contato (Feldmesser et al., 1997). Eosindfilos atuam como
células apresentadoras de antigenos flngicos e podem estar envolvidos na
inicializacdo de uma resposta adaptativa na infeccéo por C. neoformans (Garro et
al., 2010).

A eosinofilia tem sido associada com uma resposta imunologica néo
efetiva contra C. neoformans, pois eosinofilos sdo importantes produtores de IL-4,
contribuindo desta forma para a formacdo de uma resposta imunolégica do tipo
Th2 (Piehler et al., 2011). Apesar disso, 0s eosindfilos sdo capazes de fagocitar e
apresentar antigenos de C. neoformans aos linfécitos T (Holmer et al., 2013).

O background genético do hospedeiro € o maior determinante da

resposta imunoldgica em modelos murinos de infec¢cdo. BALB/C progressivamente
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elimina o patégeno enquanto CL57/BL gera uma infeccado pulmonar ndo eficaz. A
inabilidade de C57BL/6, linhagem suscetivel, de eliminar C. neoformans dos
pulmbes é associado ao desenvolvimento de um infiltrado de eosindfilos
(Huffnagle et al., 1997) e macréfagos M2 (Piehler et al., 2011).

Entretanto, segundo Garro e colaboradores (2010) eosindfilos induzem
o desenvolvimento de uma resposta Thl especifica contra C. neoformans.
Leveduras opsonizadas ativam eosindéfilos induzindo a expressdo de MHC de
classe I, de classe Il e moléculas co-estimulatérias. Esses eosindfilos podem
estimular linfécitos TCD4+ e TCD8+ a produzirem uma resposta especifica,
através da criacdo de um ambiente Thl, dessa forma eosindfilos estariam
envolvidos em uma resposta imune adaptativa contra C. neoformans. Os
neutrofilos podem matar C. neoformans através de mecanismos oxidativos e ndo
oxidativos. Os mecanismos oxidativos envolvem a liberacdo de mieloperoxidase
dos granulos. Foi descrito por Aratani e colaboradores (2006) que camundongos
MPO” infectados por C. neoformans apresentaram carga maior de fungos no
pulmd@o e no baco, e sobrevida menor que em camundongos selvagens. Além
disso, granulécitos sdo capazes de matar C. neoformans independente da
opsonizacao por anticorpos e de forma mais eficaz que mondcitos (Miller et al.,
1991).

A evasdao da resposta imunoldgica e inflamatéria de células hospedeiras
pelo fungo consiste um importante mecanismo de estabelecimento e
disseminacdo da infeccdo fungica. Entretanto, ndo h& muitos trabalhos na
literatura relatando a interacédo entre C. neoformans e granuldcitos e a resposta
inflamatoria gerada por esses tipos celulares. Dentre os mecanismos envolvidos
na resposta inflamatoria, destacam-se organelas como os corpusculos lipidicos e

mediadores inflamatorios lipidicos como as prostaglandinas e leucotrienos.
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1.6- Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos (CL) séo organelas distribuidas no citoplasma da
maioria das células eucarioticas e possuem uma variedade de funcbes no
metabolismo lipidico, sinalizacdo celular e inflamacgéo. CLs possuem uma regido
central composta de lipideos neutros e € envolto por uma monocamada de
fosfolipidios associados a proteinas, o que o difere das demais organelas
celulares convencionais. O modelo classico para formacdo de corpusculos
lipidicos é através do acumulo de lipideos neutros e brotamento do reticulo
endoplasmatico (Melo et al., 2011).

Em leucécitos em estado de repouso existe apenas um numero basal
de corpusculos lipidicos. Estas organelas se tornam abundantes quando as
células se tornam ativadas e envolvidas em processos inflamatorios (Bozza et al.,
2009). A biogénese dos CLs ocorre em decorréncia a um estimulo inflamatério e
esta relacionada a diversas patologias (Melo et al., 2011). Dessa forma, 0s
corpusculos lipidicos atuam como importantes marcadores de ativacdo celular
uma vez que sua biogénese € desencadeada imediatamente apos a ativacao de
leucécitos. Entretanto a funcdo de CLs em infecgcbes fungicas ainda néo foi
reportada.

Inicialmente se achava que a funcdo de CLs era somente o
armazenamento e transporte de lipideos neutros, entretanto atualmente é sabido
que CLs sao organelas com sistema de regulagdo complexo, dindmico e sao
funcionalmente ativos em diferentes condi¢des patologicas (Bozza et al., 2009).

CLs séo sitios ativos do metabolismo do acido araquidénico e possuem
enzimas chave envolvidas no metabolismo de colesterol e para sintese de acidos
graxos, indicando que ambos os passos anabdlicos e catabdlicos do metabolismo
lipidico estéo presentes nessa organela.

Todas as enzimas necessarias para sintese de eicosanoides, como
fosfolipase Az (PLA), ciclooxigenases (COX), prostaglandina E2 e D2 (PGE2 e
PGD2) sintase, 5- e 15-lipoxigenases (5-LO e 15-LO) e leucotrieno Cs (LTCa)

sintase, foram localizadas dentro de CLs em células ativadas (Melo et al., 2011;
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Haeggstrom & Funk, 2011). CLs séo portanto organelas multifuncionais e sitios de
eventos regulatoérios, além de serem potenciais fontes de produgédo de mediadores
inflamatorios como eicosanoides (Bozza et al., 2009; Haeggstrom & Funk, 2011).
Dessa forma, essas organelas atuam na inflamagcéo como marcadores da ativacao
de leucdcitos, constituindo assim um possivel novo alvo anti-inflamatorio (Bozza et
al., 2009).

Os CLs constituem o principal sitio de localizacdo intracelular da
formacéo e ativacdo de LTCs em eosinodfilos (Vieira-de-Abreu et al., 2005), de
LTB4 em neutrofilos e macréfagos (Pacheco et al., 2007) e PGE2 em macréfagos e
células epiteliais (Plotkowski et al. 2008). Considerando sua funcdo na geracéao de
eicosanoides, os corpusculos lipidicos possuem importantes fungcdes na resposta

inflamatoria.

1.7- Mediadores Lipidicos

Os eicosandides, os quais incluem prostaglandinas e leucotrienos, sao
lipideos biologicamente ativos que tém sido relacionados a varios processos
patolégicos, como inflamacdo e céancer (Noverr et al., 2003; Wang & DuBois,
2010). Os eicosanoides sdo uma grande familia de mediadores lipidicos derivados
da metabolizacdo do acido araquidénico (AA) e sdo encontrados em grandes
quantidades em locais de inflamacao. Essas moléculas sdo mediadores chave na
patogénese de diversas doencas inflamatdrias e possuem tanto fungbes proé-
como anti-inflamatérias (Luna-Gomes et al., 2003) e controlam diversos processos
celulares, como a proliferacdo, apoptose, metabolismo, migracdo e manutencao
da homeostasia (Bozza et al., 2009). Quando eles sao formados em excesso eles
podem resultar em dor, febre, inflamagdo e doencas cronicas (Haeggstrom &
Funk, 2011).

Em geral, nas células produtoras de eicosanoides, a PLA mobiliza o AA
das membranas e a oxidacdo do mesmo é mediada por enzimas diferentes, que
resultam em mediadores lipidicos bioativos especificos (Luna-Gomes et al., 2003).

O metabolismo de AA ocorre através de duas vias metabdlicas principais, as vias
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da Ciclooxigenase (COX) e da Lipoxigenase (LO). A COX esta envolvida na
biossintese das prostaglandinas, enquanto a LO esté envolvida na biossintese de
leucotrienos e lipoxinas (Haeggstrom & Funk, 2011).
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Figura 1.4: Esquema geral da metabolizacdo do &cido araquidénico em
eicosanoides. Em vermelho as enzimas responsaveis pela sintese do

eicosanoide.

1.8 - Via dos Leucotrienos

Os leucotrienos compreendem uma familia de produtos da via da 5-LO
no metabolismo do acido araquidénico (Peters-Golden et al., 2007) que possuem
diversos efeitos inflamatorios. Para que ocorra a sintese de leucotrienos a proteina
FLAP auxilia a ligacdo entre a enzima 5-LO e o acido aracdonico, resultando na

producéo de 5-HPETE e em seguida LTA4. LTA4 € hidrolisado em LTBa4, através
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da LTA4 hidrolase, ou para cys-LT através da LTC4 sintase (Haeggstrom & Funk,
2011).

Em paralelo, os leucotrienos também podem ser gerados através da
biossintese transcelular através da cooperacdo entre diferentes tipos celulares
(Wang & DuBois, 2010). A biossintese transcelular se torna necessaria quando a
célula receptora, geralmente ndo leucocitaria, ndo possui a 5-LO, mas possui
algumas outras enzimas da via, como a LTA4 hidrolase e LTCas sintetase
(Haeggstrom & Funk, 2011). O LTA4 derivado de células que possuem 5-LO e
FLAP é adquirido pelas células receptoras através de exossomos e €
metabolizado para producao de outros tipos de leucotrienos (Peters-Golden et al.,
2007).

A expressao da 5-LO é essencialmente restrita a células derivadas da
medula d6ssea como granuldcitos, mondcitos/macréfagos e linfocitos B
(Haeggstrom & Funk, 2011). Essa enzima esta presente no citoplasma em células
em repouso e quando a célula se torna ativada, a 5-LO pode se direcionar para a
membrana nuclear (Peters-Golden et al., 2007) ou para os corpusculos lipidicos
(Bozza et al., 2009).

Esses mediadores lipidicos tém funcgbes bioldgicas particulares e de
significancia fisiopatolédgica, principalmente como mediadores da inflamacéo, e
sdo sintetizados primariamente em leucocitos como granuldcitos, macrofagos,
mastocitos e células dendriticas. Existem duas classes de LT, LTB4 e Cisteinil LT
(Cys-LT; LTCa, LTD4 € LTE4) de acordo com a presenca de cisteina. LTB4 € uma
das mais importante moléculas quimioatrativas de neutrofilos ja descritas
(Haeggstrom & Funk, 2011).

Receptores acoplados a proteina G sdo responsaveis pela sinalizacéao
dos leucotrienos. O LTBa4 é reconhecido pelos receptores BLT1 e BLT2, 0s quais
possuem diferentes afinidades por LTB4 e locais de expresséo. Os cys-LT, por sua

vez, séo reconhecidos pelos CysLT1 e CysLT2 (Haeggstrom & Funk, 2011).
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Figura 1.5: Esquema da metabolizacdo do AA em LT atravées da fosfolipase
A2, 5-LO e 15-LO. Adaptado de: Haeggstrom & Funk. 2011. Lipoxygenase and

Leukotriene Pathways: Biochemistry, Biology, and Roles in Disease.

1.9 - Via das Prostaglandinas

A Dbiossintese de prostandides, incluindo prostaglandinas (PG) e
troboxanos (TXA), é catalisada pela ciclooxigenase através da conversdo do acido
araquidbnico. As PGs exercem seus efeitos bioldgicos se ligando a receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), chamados de DP e em alguns casos as PGs
podem se ligar ao receptor nuclear PPAR (Stebbins et al., 2010).

A producéo de PG comeca apos a liberacdo e metabolizacéo pela COX
de AA em PGH2, precursores de diversas outras PG. A COX-1 é expressa
constitutivamente enquanto a COX-2 é induzida durante a inflamacéo. A PGD: é
sintetizada pela acdo de PGD sintase, PGD sintase lipocalina (L-PGDS) em
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alguns tipos celulares ou PGD sintase hematopoiética (H-PGDS) expressas em
leucocitos. (Arima & Fukuda, 2011; Pettipher, 2008).

As PGE2, sao potentes mediadores da comunicacgao intercelular (com
acdo autocrina e paracrina) podendo regular negativamente a resposta
inflamatoria, controlando a ativacdo leucocitaria e promovendo a resolucéo da
inflamacé&o (Scott et al., 1982; Yamada et al., 2002). A PGE:2 produzida durante a
infeccdo por Angiostrongylus costaricensis, esta relacionada com resolucdo do
edema pleural alérgico e indugdo de eosinofilia (Bandeira-Melo et al., 2000). Ja
foram observados em varios estudos que alguns parasitos podem produzir PGDz2.
Sanding e colaboradores (2007) demonstraram que Schistosoma mansoni é capaz
de produzir PGD2 e que C. neoformans e C. albicans podem produzir PGE2 (Erb-
Downward & Huffnagle, 2007; Qiu et al., 2012; Valdez et al., 2012), e que estes
mediadores lipidicos produzidos por parasitos tém o papel de limitar a resposta
imunoldgica inibindo a migracdo de células apresentadoras de antigenos para os
nodulos linfaticos (Sanding et al., 2007), bem como modulando a resposta
imunoldgica para uma resposta Th2 anti-inflamatéria (Qiu et al., 2012; Valdez et
al., 2012). C. neoformans sintetiza PGE2, para induzir uma modulacdo supressora
da inflamacgao, de forma independente de COX e dependente de Lacase (Valdez
et al., 2012; Erb-Downward et al., 2008), mostrando mais uma vez a intima relacéao
entre dos mecanismos de viruléncia fungica e a inflamacao. Estudos tém indicado
que as prostaglandinas podem inibir a producdo de citocinas de perfil Th1 como
IFN-a e IL-12, favorecendo a producéo de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5 em

linfécitos humanos (Snijdewint et al. 1993).
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Figura 1.6: Esquema da metabolizacdo do acido araquidénico em
prostaglandinas através da fosfolipase A2, ciclooxigenase-2 e PG sintase.
Adaptado de: Erb-Downward et al. 2008. The role of laccase in prostaglandin

production by Cryptococcus neoformans.

1.9.1 - Prostaglandinas D2 (PGD2)

A PGDz2 faz parte da familia de lipideos biologicamente ativos derivados
do acido araquidénico através das enzimas COX-1 e COX-2 e PGD: sintase.
Mastocitos sdo as células que mais produzem PGD2, embora células
apresentadoras de antigenos e outras células Th2 também a produzam. PGD: e
seus metabdlitos se ligam primariamente a dois receptores associados a proteinas
G (GPCR), DP1 (receptor prostandide do tipo D) e CRTH2 (Molécula homologa ao

receptor quimioatraente expresso em Th2) (Stebbins et al., 2010; Schuligoi et al.,
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2010; Arima & Fukuda, 2011). Esses dois receptores Sao expressos em uma
grande variedade de leucdcitos e medeiam a funcao biolégica de PGDs..

PGD2 é uma prostaglandina que possui efeitos de modulagdo da
resposta inflamatorias, sendo capaz de inibir producéo de IL-12 e IL-10 por células
dendriticas humanas (Gosset et al., 2003). A PGD:2 pode agir através do receptor
DP1, o qual é acoplado a proteinas Gas, ou pelo receptor CRTH2 (molécula
homologa ao receptor quimioatraente), acoplado a proteina Gai. Além disso, PGD:2
€ um potente quimioatraente de eosinofilos e é capaz de induzir a biogénese de
CLs em alguns tipos celulares (Bozza et al., 2009).

O receptor DP1 foi o primeiro a ser descoberto e € expresso em
diversos tipos celulares tanto do tipo Thl quanto Th2, como granulécitos, linfécitos
T e células dendriticas. Esse receptor esta normalmente envolvido em respostas
pro-inflamatérias e o seu bloqueio inibe a inflamacéo. Por outro lado, DP1 também
pode desencadear respostas anti-inflamatorias (Sanding et al., 2007; Luna-Gomes
et al., 2003; Arima & Fukuda, 2011). A ativacao do receptor DP1 aumenta cCAMP
intracelular através do receptor acoplado a proteina Ges (Luna-Gomes et al., 2003;
Sanding et al., 2007). O aumento de cAMP é geralmente associado com a inibigdo
da funcao efetora de células imunologicas (Arima & Fukuda, 2011).

O receptor DP2 ou CRTH2 esta predominantemente presente em
eosinofilos e em tipos celulares com perfil Th2 e ndo esta presente em neutrofilos
(Monneret et al., 2001;Sanding et al., 2007) Esse receptor € acoplado a uma
proteina Gai. A ativacdo deste receptor estd normalmente associada a uma
resposta pro-inflamatdria e induz estresse oxidativo em eosindéfilos, além da
inducéo da migracdo de células Th2 (Sanding et al., 2007; Schuligoi et al., 2010;
Arima & Fukuda, 2011). A ativacdo do receptor CRTH2, de forma oposta ao DP1,
inibe cAMP intracelular (Luna-Gomes et al., 2003; Sanding et al., 2007). CRTH2
medeia a mudanca conformacional de eosindfilos, degranulacdo, produgdo de
citocinas Th2 e quimiotaxia de basdfilos, eosindfilos e linfocitos Th2 (Stebbins et
al., 2010).

Os dois receptores, por estimularem diferentes sinalizacdes no interior

das células, podem exercer efeitos antagonistas. A ativacdo de DP1l esta
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geralmente associada com a inibicdo da funcao celular, enquanto CRTH2 resulta
na ativacao celular (Arima & Fukuda, 2011). Ja foi descrito que a sinalizacdo
induzida por DP1 inibe algumas fun¢des mediadas pelo CRTH2, como a migragéo
de basdfilos e células dendriticas (Sanding et al., 2007). Ambos os receptores tém
afinidade similar por PGD2, embora possuam pouca semelhangas estruturais
(Schuligoi et al., 2010; Arima & Fukuda, 2011).

A PGD: participa de processos relacionados a migragcdo, como
aumento da expressao de CD11b e selectina, mobilizacdo de calcio, polimerizacéao
de actina, producdo de quimiocinas e mudancas na morfologia celular (Luna-
Gomes et al., 2003). Portanto, ela induz a quimiotaxia de células Th2, baséfilos e
eosindfilos, estimula secrecdo de citocinas e aumenta a sobrevida dessas células
(Schuligoi et al., 2010). Além disso, PGD2 pode estar envolvida na iniciacdo e
perpetuacdo da inflamacéo alérgica. Por outro lado, PGD2 também pode ter
funcBes benéficas na resolugdo da inflamagéo através do controle da resposta
Thl (Schuligoi et al., 2010). Assim, PGD2 e seus metabolitos podem ter papéis
pré- ou anti-inflamatérios dependendo da sua concentracdo e do alvo celular.
Quando em concentragcdes menores ela tem uma funcdo proé-inflamatdria com
recrutamento e ativacdo de leucdcitos, enquanto uma maior concentragdo de

PGD: inibe a ativacédo e induz apoptose (Sanding et al., 2007).
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2- Justificativa

O papel de granuldcitos em infecgdes fungicas é pouco conhecido, e 0s
trabalhos que abordam a interacdo desse tipo celular com C. neoformans sao
raros, sendo a maioria dos estudos acerca deste fungo concentrados na
microbiologia e nos fatores de viruléncia. Os mecanismos envolvidos no processo
de ativacao de granuldcitos induzidos pelos componentes lipidicos e componentes
de capsula de C. neoformans séo escassos, e nao existem dados na literatura que
demonstrem o papel da PGD2 na infecg&o por esse fungo.

Estudos que tratam da interacdo de C. neoformans com granulécitos
podem levar a um melhor entendimento do papel dessas células na resposta
imune contra infecgdes ocasionadas por essa levedura, levando em consideragéo
gue C. neoformans é um patdégeno pulmonar e entra em contato rapidamente com
neutrofilos e eosindfilos. Sendo assim, este projeto propde a investigacdo dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ativacdo de granulécitos por
C. neoformans, analisando a influéncia da capsula nesse processo. Espera-se que
seja possivel um maior entendimento acerca da resposta imune e inflamatoria
desencadeada pela infeccéo por C. neoformans, elucidando os mecanismos pelos

quais ocorrem a ativacéo de granulécitos infectados por este fungo.
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3-Objetivos

3.1- Objetivo geral

Investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
ativacdo de granulécitos por C. neoformans, analisando o papel da capsula do

fungo e do metabolismo lipidico celular nesse processo.

3.2- Objetivos especificos

a) Verificar se C. neofomans é capaz de ativar granulécitos, analisando a
mudanca conformacional e biogénese de corpusculos lipidicos;

b)  Caracterizar os lipideos das trés linhagens de C. neoformans;

c) Analisar se componentes da capsula e lipideos de C. neoformans
participam da mudanca conformacional e biogénese de corpusculos lipidicos em
granulécitos;

d) Verificar o papel das enzimas COX, 5-LO e 15-LO na biogénese de
corpusculos lipidicos induzida por C. neoformans;

e) Investigar se a infeccdo por C. neoformans modula expressdo do
PPARgamma e do fator de transcricdo NFkB em granuldcitos;

f) Investigar se C. neoformans é capaz de modular a expressdo de PGD2 em
granuldcitos;

g) Analisar o papel dos receptores de PGD2 (DP1 e CRTH2) bem como da sua
enzima de sintese (h-PGDS) na biogénese de corpusculos lipidicos;

h)  Verificar a capacidade fagocitica e citotoxica de granuldcitos na infeccéo
por C. neoformans e elucidar o papel dos receptores DP1 e CRTHZ2 e da enzima
h-PGDs nessa atividade.
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4-Material e Métodos

4.1- Isolamento das células polimorfonucleares PMN

As células polimorfonucleares (PMN) ou granuldcitos foram isoladas de
doadores saudaveis, seguindo todas as normas do comité de ética humanos da
Universidade de Brasilia. Aproximadamente 70ml de sangue foram coletados de
cada doador em tubos de vacuo com 3,2% de citrato de sddio (Vacuette). Apds a
coleta dos tubos, os componentes do sangue foram separados através de um
gradiente de densidades diferentes. Os granuldcitos foram separados dos
Eritrécitos e das células mononucleares de sangue periférico (PBMC) com
Histopaque 1119 e Histopaque 1077 (Sigma Aldrich) através de centrifugacdo a
1000rpm durante 15 minutos. O soro foi coletado para posterior utilizacéo,
enquanto os PBMC foram descartados. Os granulécitos foram entédo isolados e,
apos a lise hiposmotica das hemacias restantes, eles foram ressuspendidos em
solugdo balanceada de Hank's (HBSS) com Célcio e Magnésio (HBSS**, Sigma-

Adrich) na concentracéo de 3x10° células por ml para posterior utilizagéo.

4.2- Fungos

Foram utilizados os fungos patogénicos C. neoformans var neoformans
B3501 (Sorotipo D) e 0 seu mutante acapsular Cap67, bem como o C. neoformans
var grubii H99 (Sorotipo A). Todos os fungos utilizados neste trabalho como
modelo de infeccdo foram gentiimente cedidos pelo Dr. Célio Freire de Lima
(Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ). As leveduras foram mantidas em
placas de petri com Sabouraud Dextrose Agar na geladeira, com replique mensal
dos isolados até o uso. Antes da sua utilizagdo, as leveduras foram inoculadas em
meio de cultura Sabouraud Dextrose a 30°C sob agitacdo constante de 200 rpm

durante 48 horas.
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4.3- Purificacdo dos polissacarideos da céapsula de C.

neoformans

Os componentes da cépsula de C. neoformans, GXM e GalXM foram
purificados e cedidos pelo Dr. Célio Freire de Lima (Universidade Federal do Rio
de Janeiro, RJ). Os polissacarideos capsulares do C. neoformans foram extraidos
do sobrenadante de cultura das cepas B3501 (para extracao da GXM) e Cap67
(para extracdo da GalXM) crescidas em meio CDCB2550 (22 mM de D-Glicose,
21 mM de Uréia, 6 mM de glutamato de sodio, 8,8 mM de KH2P0O4.H20, 1,2 mM
de MgS04.7H20, 6 mM de Tiamina HCI e 3 mM de biotina- Merck, DEU) por 5
dias a 37°C sob agitagcdo (100rpm). O isolamento da GalXM foi realizado de
acordo Vaishnav e colaboradores (1998). A presenca unica de GalXM nessas
fracOes foi avaliada de acordo com a descricdo previamente publicada por Villena
e colaboradores (2008). Para a obtencdo da GXM foi utilizada a técnica descrita
por Cherniak e colaboradores (1991), chamada de precipitagdo diferencial por
CTAB. A qualidade da purificacao foi avaliada de acordo com a descricdo prévia
publicada Villena e colaboradores (2008).

Apds o isolamento as amostras foram liofilizadas e ressuspendidas em
PBS pH 7,2 livre de LPS (Gibco, USA) em uma concentracdo estoque de 1
mg/mL. As moléculas foram utilizadas em diferentes experimentos nas

concentracdes de 10, 50 e 100 mg/mL.

4.4-  Purificacdo dos componentes lipidicos de C. neoformans

O extrato total de lipideos isolados e provenientes das diferentes cepas
de C. neoformans foi obtido de acordo com o método descrito por Bligh & Dyer
(1959). Para isso, lipideos totais foram extraidos durante 2h com uma solucdo
contendo 5 ml de cloroférmio-metanol-agua (2:1:0.8, v/v), com agitacao
intermitente. ApoOs centrifugacdo de 5 min a 13000 rpm, o sobrenadante foi
coletado e o sedimento submetido a uma segunda extragao lipidica durante 1h. A

guantidade de lipideos totais foi determinada gravitacionalmente. Os lipideos
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extraidos foram analisados por cromatografia de camada fina (TLC) para

caracterizacao e quantificacdo da sua composicao.

4.5- Infeccdes e tratamentos farmacoldgicos

Nos ensaios de infecgéo, as leveduras foram lavadas e ressuspendidas
na concentracdo de 5x108 ou 1x10% por ml de HBSS sem calcio e magnésio
(HBSS -, Sigma-Aldrich) com 20% de soro humano do préprio doador por 1 hora
a 37°C para opsonizacdo das mesmas.

Para a infeccdo de granuldcitos, estas células (na concentracdo de
3x10® por ml) foram incubadas com os fungos, com Multiplicidade de Infeccédo
(MOI) de 1 granulécito para 5 fungos (MOI 5) ou 1 granuldcito para 1 fungo (MOI
1) por 2h em estufa a 37°C. A escolha do MOI foi feito com base na literatura e em
resultados previamente obtidos por nosso grupo.

Em alguns ensaios, foram utilizados inibidores farmacologicos. Neste
caso, os granulécitos foram incubados por 30 minutos (imediatamente antes da
infeccdo com os fungos) com o antagonista do receptor DP1 (BWA 868c, Cayman
Chemicals, 200nM), o antagonista do receptor CRTH2 (Cayl10471, Cayman
Chemicals, 200nM), o inibidor de prostaglandina sintase hematopoiética (HQL-79,
Cayman Chemicals, 10uM), o inibidor de COX (Aspirina, Sigma-Aldrich, 10ug/ml),
o inibidor de 15-Lipoxigenase-1 (Inibidor de 15-Lipoxigenase-1,Cayman
Chemicals, 5uM) e o inibidor de 5-Lipoxigenase (Zileuton, Cayman Chemicals,
1uM). Como controle, as células foram estimuladas com PGD2 (25nM, Cayman

Chemicals).

4.6- Quantificacdo da alteracdo morfolégica dos granulécitos
(Shape Change)

Para quantificacdo das mudancas morfolégicas, os granulocitos foram
estimulados com os componentes lipidicos derivados dos fungos, os componentes

de polissacarideos da capsula e os fungos. Para a infeccdo com os fungos, foram
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utilizadas leveduras com MOI 1 e MOI 5. Os granulécitos foram incubadas ou com
os fungos, ou com os lipideos, ou com os polissacarideos e ap6s 5 minutos a
analise das células foi feita imediatamente pelo Citbmetro de Fluxo (FACSVerse,
BD Biosciences). Foi considerado mudanca morfolégica o aumento da
granulosidade (Side Scatter — SSC) juntamente com o aumento do tamanho

(Forward scatter — FSC) das células estimuladas em comparagdo com o controle.

4.7- Andlise da biogénese de corpusculos lipidicos

Para quantificacdo de corpusculos lipidicos dentro dos granuldcitos,
apos as infec¢Bes ou estimulacdes, as células foram lavadas e marcadas com a
sonda BODIPY (Life technologies) na diluicdo de 1/300 por 30 minutos a 1 hora e
analisadas em citometro de fluxo ou por microscopia de fluorescéncia confocal.
Para citometria as células foram ressuspendidas em PBS na concentracdo de
1x108 por ml e analisadas no FACSVerse (BD Biosciences). Os histogramas e
meédias de intensidade de fluorescéncia foram feitos no software FlowJo (Tree Star
Inc). Para microscopia confocal, as laminas foram montadas em meio anti-fadding
Prolong (Life technologies) e as imagens foram obtidas no Microscopio Leica com

aumento de 63x e zoom 9.

4.8- Anadlise da expressao de PPARgamma

Cerca de 20 ug da suspensao protéica de cada amostra analisada foi
submetida a eletroforese em SDS-PAGE (em gel gradiente de acrilamida 4-12%) e
transferida para uma membrana de nitrocelulose em tampao de transferéncia
(100mL de 25mM Tris, 192mM glicina pH aproximadamente 8 quando dissolvidos
em 80mL de H20 MiliQ e 20mL de metanol). A transferéncia foi feita a 15 Volts por
45 minutos em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry). Apés a transferéncia, a
membrana foi incubada por 1 h com solucdo blogueadora de leite 5% em TBST
(50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20). Posteriormente, a
membrana foi lavada com TBST, e incubada por aproximadamente 16 h com o
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anticorpo primario anti-PPARgamma (Santa Cruz Tech) diluicdo 1:500, como
controle de carregamento, foi utilizado um anticorpo monoclonal anti-GAPDH
(Sigma-Aldrich) concentracdo de 1:20.000. Apés este tempo, as membranas foram
lavadas com TBST, e as proteinas de interesse foram entdo identificadas pela
incubacdo da membrana com anticorpos secundarios anti-coelho e anti-
camundongo (GE Life Sciences), conjugado a peroxidase (HRP) diluidos na hora
do uso na concentracdo de 1:5.000. Todos os anticorpos primarios foram diluidos
em solucéo de bloqueio, enquanto os secundarios em TBST. A deteccéao foi feita
através da utilizacdo do kit ECL Prime Detection Reagent (GE Life Sciences) e a
membrana revelada no ImageQuant LAS 4000 (GE Life Sciences). A quantificacéo
das bandas foi feita utilizando o software ImageJ.

4.9- Andlise da expressao de NFkB

Para a analise da expressio de NFkB, as células foram
permeabilizadas com Triton X100 (Sigma-Aldrich) 0,2% por 20 minutos,
blogueadas com HBSS”- 2% BSA por 30min, incubadas com anticorpo primario na
concentracdo 1/300 durante aproximadamente 16h e posteriormente com o
anticorpo secundario anti-rabbit Alexa 546 (Life Technologies) por 1h. O ndcleo foi
visualizado através da marcacdo com DAPI (Life Technologies) na concentracao
de 1/5000. As laminas foram montadas em meio anti-fadding Prolong (Life
technologies) e as imagens foram obtidas no Microscépio Leica com aumento de

63x e zoom 9.

4.10- Quantificagcao das unidades formadoras de coldnias

Para quantificacdo da atividade antifungica dos granuldcitos, a
formacao de colbnias pelas leveduras apods interacdo com as células foi analisada.
Para isso, os granulécitos foram plagueados em placa de 96 pocos na

concentracdo de 3x106 células por ml e as infeccGes e tratamentos farmacolégicos
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foram realizados. Apos a infeccdo e lise dos granulécitos, foram feitas diluices
seriadas das leveduras resultando em uma diluicdo final de 1/20000 em &agua
destilada. As leveduras diluidas foram entdo plaqueadas em placas de petri com
Sabouraud Dextrose Agar com auxilio de pérolas de vidro estéreis. Apos 5 dias
as colénias foram enumeradas. Como controle os fungos receberam o mesmo
tratamento que as células e os inibidores nédo interferiram na formacgéo de colbnias

(dados n&o mostrados).

4.11- Ensaio de Fagocitose

Para quantificagdo da capacidade fagocitica dos granuldcitos, as
células foram plaqueadas em placa de 24 pogos na concentragéo de 3x10° células
por ml em laminulas circulares (Kasvi) e as infeccbes e tratamentos
farmacoldgicos foram realizados. Apos a infeccdo, as laminas foram fixadas e
coradas pela metodologia de pandético rapido, evidenciando o citoplasma e ndcleo
celular.

Para contagem de fagocitose foram consideradas as leveduras
aderidas a membrana plasmatica e no interior dos granuldcitos. O indice de
fagocitose foi feito através da férmula IF= (Porcentagem de células fagocitando) x

(Média de leveduras no interior das células).

4.12- Anéalises Estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas através do Software Graphpad
Prism 5.0 utilizando a comparagdo one-way anova e poOs-teste de Tukey, e
alternativamente, test t de student.

A normalizagdo dos dados de citometria foi feita considerando o
controle ndo estimulado de cada doador como 100% e a partir disso cada estimulo
foi contabilizado, tornando possivel assim a comparacdo entre cada doador.
Foram considerados os valores de modifica¢cdes do tamanho, da granulosidade e
det
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4.13- Esquema geral das metodologias usadas

4.13.1 — Anédlise da ativacdo celular durante a infec¢do por C.
neoformans e estimulo por componentes da capsula e lipideos totais
extraidos das leveduras

Os granuldcitos foram infectados com diferentes MOI das linhagens de
C. neoformans ou estimulados com diferentes concentracdes dos componentes da
capsula ou dos lipideos totais. Apds 5 minutos foram analisados para tamanho
(FSC — Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side Scatter) através de
citometria de fluxo ou ap6s 2 horas foram marcados com a sonda BODIPY e a
intensidade de fluorescéncia foi analisada por meio de citometria de fluxo e

microscopia confocal.

@ | cap67

MOlle5
ou
. Mudang¢a Conformacional
Smin
(FACS - SSC e FSC)
- —
GXM e GalXM 2h  CLs (FACS - BODIPY)
10, 50, 100 pg/ml
Oou

Lipideos
1, 10 e 50 pg/ml

Esquema 1: Resumo da metodologia utilizada para analise da ativacao
celular de granuldcitos durante a infecgédo por C. neoformans e estimulo com

componentes da capsula e lipideos totais extraidos da levedura.
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4.13.2 — Anélise da expressdo de PGD2, NFkB e PPARgamma

durante a infeccao por C. neoformans

Os granuldcitos foram infectados com diferentes MOI das linhagens de

C. neoformans e apos 2 horas a expressao de PPARgamma foi quantificada por

Western Blot, a de NFkB foi analisada por Microscopia Confocal e a de PGD: foi

guantificada por meio de citometria de fluxo.

"-s
@é . Cap57

R
. -3\

Western Blot
- PPARg

— 2h Marcacdo Fluorescente
Intracelular
- NFkB - Confocal
- PGD2 -FACS

Esquema 2: Resumo da metodologia utilizada para analise da

expressao de PPARgamma, NFkB e PGD: no interior de granuldcitos.
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4.13.3 — Analise da via de sinalizacdo envolvida na biogénese de
corpusculos lipidicos durante a infec¢do por C. neoformans

Os granuldcitos foram pré-tratados com inibidores de COX, 15-LO, 5-
LO, DP1, CRTH2 e h-PGDs e apés 30 minutos foram infectados com as diferentes
linhagens de C. neoformans por 2 horas e a biogénese de corpusculos lipidicos foi

guantificada por citometria de fluxo.

ASPIRINA — Inibidor de COX
ZILEUTON - Inibidor de 5-LO @ | Cap67 |
i15-LO — Inibidor de 15-LO S ClLs
BW A868C — Antagonistade DP1 || ‘(FACS- BODIPY)
CAY 10471 — Antagonistade CRTH2
HQL-79 - Inibidor de h-PGDs
MOl 5

30 minutos 2h

Esquema 3: Resumo da metodologia utilizada para analise da via
envolvida na biogénese de corpusculos lipidicos durante a infeccdo por C.

neoformans.
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4.13.4 - Andlise da capacidade fagocitica e citotéxica de
granulécitos durante a infeccéo por C. neoformans

Os granuldcitos foram pré-tratados com inibidores de DP1, CRTH2 e h-
PGDs e apo6s 30 minutos foram infectados com as diferentes linhagens de C.
neoformans por 2 horas. ApOs a infeccdo foi feito ensaio de fagocitose e a

enumeracgao de unidades formadoras de colbnias.

: | capé7 |
BW A868C — Antagonista de DP1 @ .
~— Fagocitose

=| CAY 10471 — Antagonistade CRTH2 |— _ - CFU

HQL-79 —Inibidor de h-PGDs

30 minutos

Esquema 4: Resumo da metodologia utilizada para analise da
capacidade fagocitica e citotoxica de granuldcitos durante a infeccdo por C.

neoformans
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5- Resultados

5.1 - A cepa mutante para capsula Cap67 induziu modificacdo na

conformacéao celular de granulocitos

Sabe-se que o aumento do tamanho e da granulosidade de granulécitos
caracteriza um processo de ativacao celular destas células. Para quantificacdo da
alteracdo morfolégica induzida pela levedura patogénica C. neoformans, o0s
granulécitos foram estimulados por 5 minutos com multiplicidade de infecgéo
(MOI) diferentes. A andlise foi realizada por citometria de fluxo através da
dispersdo de luz ocasionada pelo tamanho (Forward Scatter — FSC) e
granulosidade (Side Scatter — SSC) das células. A infeccdo por C. neoformans
H99 sorotipo A e B3501 sorotipo D, n&o induziu um aumento significativo no
tamanho e granulosidade das células com relagdo ao controle ndo infectado (Fig.
5.1). Entretanto, a utilizacdo de MOI 1 para a infeccdo com os dois sorotipos
B3501 e H99, induziu um perfil maior de ativacdo celular quando comparado a
infeccdo com MOI 5. De forma bastante significativa, a levedura acapsular Cap67
(MOI 5) induziu alteragdo na morfologia celular em uma maior porcentagem de
células quando comparado ao controle néo infectado (Fig. 5.1A). O aumento na
granulosidade e tamanho das células induzido por Cap67 (MOI 5) foi significativo
também em relacdo ao Cap67 (MOI 1) e em relacdo as leveduras capsuladas
(MOI 5) H99 e ao seu background B3501 (Fig. 5.1A e B).
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Figura 5.1: A cepa mutante de C. neoformans Cap67 induz o aumento da
granulosidade e tamanho de granuldcitos. Granulécitos foram incubados a
37°C com as diferentes cepas de C. neoformans e apdés 5 minutos foram
analisados no citometro de fluxo com os parametros de tamanho (Forward Scatter
— FSC) e a granulosidade (Side Scatter — SSC). (A) Normalizacdo da porcentagem
de células com aumento da granulosidade e tamanho. (B) Representacdo por
dotplots do aumento de tamanho e granulosidade induzida por Cap67. Analise
estatistica foi feita com resultados de 4 doadores através dos testes one way

anova e teste t de student, *p<0,05 ** p<0,01.
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5.2- A cepa acapsular de C. neoformans induz o aumento da

biogénese de corpusculos lipidicos em granulécitos

Para entender qual o papel do metabolismo lipidico na infec¢do por C.

neoformans, foi realizada uma analise quantitativa, por citometria de fluxo, e

qualitativa, por microscopia de fluorescéncia, da presenca de corpusculos lipidicos

em granulécitos. Os granuldcitos foram infectados com as cepas H99 e B3501 e

seu mutante acapsular Cap67 com diferentes MOI (1 e 5) durante 2 horas. Nao

houve diferenca significativa entre o controle n&o estimulado e os fungos

selvagens H99 e B3501 (MOI 1 e 5) (Fig. 5.2A). Porém, a levedura acapsular

Cap67 (MOI 5) induziu um aumento significativo de corpusculos lipidicos quando

comparados as células controle ndo infectadas, ao seu background selvagem

B3501 e ao sorotipo H99 (Fig. 5.2 A,B e C).
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Figura 5.2: A cepa acapsular de C. neoformans Cap67 induziu aumento da
biogénese de corpusculos lipidicos em granuldcitos. Granulocitos foram
incubados a 37°C com as diferentes cepas de C. neoformans (MOI 1 e 5) e apds 2
horas foram analisados. (A) Normalizagédo do MFI para a sonda BODIPY (FL1-H).
(B) Histogramas representativos do aumento da biogénese de corpusculos. (C)
Prancha com imagens de microscopia confocal de fluorescéncia. Lente objetiva
63x. Aumento 9x. MOI 1. As analises estatisticas foram realizadas com resultados
de 3 doadores através do teste one way anova e teste t de student, *p<0,05 **
p<0,01 ***p<0,001.
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5.3 - As diferentes cepas de C. neoformans apresentaram
diferencas em sua composicéo lipidica.

Para analise dos lipideos totais extraidos das leveduras selvagens (H99
e B3501) e o mutante (Cap67) foi realizada uma analise através da cromatografia
de camada liquida (TLC). O sorotipo H99 apresentou niveis significativamente
menores de colesterol (CHO) e de monoacilglicerol (MG), e niveis maiores de
colesterol éster (CHOE) e triacilglicerol (TG) quando comparado ao sorotipo
B3501 (Fig. 5.3). De maneira geral, as cepas B3501 e Cap67 se assemelham
muito em composicao lipidica, e se diferem apenas em quantidade, uma vez que o
mutante acapsular Cap67 apresentou niveis consideravelmente menores dos
lipideos analisados quando comparados com a cepa B3501 (Fig. 5.3). N&o foi
detectado o lipideo diacilglicerol (DG) em nenhum dos isolados de C. neoformans
analisados (Fig. 5.3).
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Figura 5.3: Os lipideos totais de C. neoformans apresentam componentes
diferentes entre os sorotipos. Os lipideos totais de cada cepa foram extraidos
através do protocolo estabelecido por Bligh & Dyer (1959) e caracterizados
através da TLC (A) que evidenciou as bandas referentes a cada classe de
lipidicos. A bandas da TLC foram quantificadas através da densitometria das
bandas (B).
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5.4 - Os lipideos derivados das cepas de C. neoformans néo

modificaram a conformacéao celular de granulécitos

Para saber se a alteracdo morfoldgica induzida por Cap67 esta
relacionada aos lipideos totais presentes nas leveduras, os granulécitos foram
estimulados por 5 minutos com diferentes concentracdes dos lipideos extraidos
das diferentes cepas de C. neoformans. A analise foi realizada por citometria de
fluxo através da dispersédo de luz ocasionada pelo tamanho (Forward Scatter —
FSC) e granulosidade (Side Scatter — SSC). Os lipideos derivados do sorotipo A
H99 induziram uma diferenca significativa no tamanho e granulosidade dos
granuldcitos somente na concentracdo de 50ug por ml quando comparado ao
controle, enquanto as células estimuladas com lipideos derivados do sorotipo D
B3501 e com lipideos derivados das leveduras acapsulares Cap67 nao
apresentaram diferencas morfologicas significativas quando comparados com o

controle ndo estimulado (Fig. 5. 4A e B).
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Figura 5.4: Os lipideos totais derivados de C. neoformans ndo modificam a
granulosidade e tamanho de Granulécitos. Granuldcitos foram estimulados com
1lpg, 10pg ou 50ug por ml de lipideos e apés 5 minutos as células foram
analisadas para tamanho (Forward Scatter — FSC) e granulosidade (Side Scatter —
SSC). (A) Porcentagem de células com modificagcdo na granulosidade e tamanho
celular. (B) Representacdo por dotplots do tamanho e granulosidade dos
granuldcitos. A andlise estatistica foi feita com base nos resultados de 3 doadores

através dos testes one way anova e teste t de student. ** p<0,01.
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5.5 - Os lipideos derivados das cepas de C. neoformans induziram

a biogénese de corpusculos lipidicos em granuldcitos

Para saber se o aumento de corpusculos lipidicos induzido por Cap67
pode ser influenciado pelos lipideos totais presentes na levedura, os granulocitos
foram estimulados por 2 horas com diferentes concentracdes de lipideos e
analisados quantitativamente através de citometria de fluxo. Os lipideos de C.
neoformans sorotipo A H99 e sorotipo D B3501 induziram o aumento da
biogénese de corpusculos lipidicos em granulocitos quando comparados com as
células ndo estimuladas (Fig 5.5), porém ndo houve diferenca entre estes dois
sorotipos. Por outro lado, os lipideos de Cap67 aumentaram significativamente a
biogénese de corpusculos lipidicos, atingindo o pico maximo em 10ug por ml, em

comparacao ao seu background selvagem B3501 (Fig. 5.5A).
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Figura 5.5: Os lipideos totais derivados de C. neoformans induzem a
biogénese de corpusculos lipidicos em granulécitos. Granuldcitos foram
estimulados a 37°C com Oug (controle), 1ug, 10ug ou 50ug por ml de lipideos
derivados das leveduras e apés 2 horas foram analisados. (A) Normalizacdo, com
relacdo ao controle Opg, da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) para a
sonda BODIPY (FL1-H). (B) Histogramas evidenciando a diferenca no MFI de

BODIPY. Experimento realizado com 1 doador.
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5.6 - Os componentes da capsula derivados das cepas de C.

neoformans ndo modificaram a conformacé&o celular de granulocitos

A fim de saber se os principais componentes da capsula polissacaridica
(GXM e GalXM) de C. neoformans podem estar envolvidos na alteracéo
morfolégica induzida por B3501 MOI 5 (Fig. 5.5A), granulécitos foram estimulados
por 5 minutos com diferentes concentracdes de GXM e GalXM. A analise foi feita
por citometria de fluxo através da dispersdao de luz ocasionada pelo tamanho
(Forward Scatter — FSC) e granulosidade (Side Scatter — SSC). Nao houve
diferenga significativa entre as células que foram estimuladas com os

componentes da capsula e as células nao estimuladas (Fig. 5.6A e B).
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Figura 5.6 Os componentes da capsula derivados de C. neoformans néao
modificaram a granulosidade e tamanho de granuldcitos. Granulécitos foram
estimulados com 10ug, 50ug e 100ug por ml dos componentes majoritarios da
capsula derivada das leveduras e apds 5 minutos as células foram analisadas no
citbmetro para tamanho (Forward Scatter — FSC) e granulosidade (Side Scatter —
SSC). (A) Porcentagem de células com granulosidade e tamanho altos. (B)
Representacdo por dotplots do tamanho e granulosidade dos granuldcitos. A
andlise estatistica foi realizada com resultados de 2 doadores utilizando o teste

one-way anova e teste t de student.
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5.7- Os componentes da capsula derivados das cepas de C.
neoformans nao modificaram a biogénese de corpusculos lipidicos em
granuldcitos.

Para saber se os principais componentes da capsula polissacaridica
(GXM e GalXM) podem estar envolvidos em um possivel aumento da biogénese
de corpusculos lipidicos, os granuldcitos foram estimulados por 2 horas com
diferentes concentracdes de GXM e GalXM e a marcagao com a sonda bodipy foi
analisada quantitativamente através de citometria de fluxo. GalXM e GXM néao
induziram a biogénese de corpusculos lipidicos em granulécitos de forma

significativa quando comparados as células ndo estimuladas (Fig. 5.7).
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Figura 5.7: Os componentes da capsula de C. neoformans néo induziram a
biogénese de corpusculos lipidicos em granulocitos. Granulocitos foram
estimulados com 10ug, 50ug ou 100ug por ml dos componentes majoritarios da
capsula derivados das leveduras. Como controle negativo foi utilizado células nao
estimuladas (Oug). Apos 2 horas a 37°C, as ceélulas foram marcadas e
analisados para fluorescéncia da sonda BODIPY. (A) Normalizacdo, com relacéao
ao controle Oug, da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) para a sonda
BODIPY (FL1-H). (B) Histogramas evidenciando a manutencdo da média da

intensidade de fluorescéncia de BODIPY. Experimento realizado com 1 doador.
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5.8 - A biogénese de corpusculos lipidicos induzida pelo mutante
acapsular Cap67 ocorre de maneira dependente da enzima cicloxigenase
(COX), mas independente das enzimas 5-lipoxigenase (5-LO) e 15-

lipoxigenase (15-LO)

Para caracterizar a via celular pela qual o mutante acapsular C.
neoformans, Cap67, induz o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos, os
granuldcitos foram pré-tratados durante 30 minutos com os inibidores de 5-
Lipoxigenase (Zileuton), de 15-Lipoxigenase (i15-LO, Inibidor de 15-Lipoxigenase)
e de cicloxigenase (Aspirina), enzimas essenciais para a via de sintese de
leucotrienos, lipoxinas, e prostaglandinas, respectivamente. Apos o pré-tratamento
as células foram infectadas com as cepas H99 e B3501 e seu mutante acapsular
Cap67com MOI 5 durante 2 horas a 37°C. As células foram entdo marcadas com
a sonda BODIPY e analisadas quantitativamente através de citometria de fluxo.
Os resultados demonstraram que houve uma diminuicdo significativa na
quantidade de corpusculos lipidicos nos granulécitos pré-tratados com aspirina,
quando comparados com as ceélulas ndo tratadas. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas nas células infectadas pré-tratadas com
zileuton e i15-LO em relagdo aos granuldcitos ndo tratados. Desta forma, a
biogénese de corpusculos lipidicos induzida pelo mutante acapsular Cap67 ocorre
de maneira dependente da enzima cicloxigenase (COX), mas independente das

enzimas 5-lipoxigenase (5-LO) e 15-lipoxigenase (15-LO) (Fig. 5.8).
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Figura 5.8: A biogénese de corpusculos lipidicos induzida pelo mutante
acapsular Cap67 ocorre de maneira dependente da enzima cicloxigenase
(COX),

lipoxigenase (15-LO). Granulécitos foram pré-tratados com diferentes inibidores e

mas independente das enzimas 5-lipoxigenase (5-LO) e 15-
incubados a 37°C com o mutante acapsular de C. neoformans Cap67 (MOI 5) e
apos 2 horas foram marcados e analisados. Histograma da média da intensidade
de fluorescéncia de corpusculos para células tratadas com Aspirina (A), i15-LO (B)

e Zileuton (C). Dados representativos de 2 doadores.
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5.9- C. neoformans acapsular induz a expressao intracelular de

PPARgamma

Para saber se C. neoformans modifica a expressdo de fatores
nucleares importantes na inflamacgéo, os granuldcitos foram infectados com B3501
e seu mutante acapsular Cap67 com MOI 1 durante 2 horas a 37°C. Apds o
estimulo as proteinas totais foram extraidas e analisadas através de Western
Blotting. Nossos resultados demonstram o0 aumento da expressdo de
PPARgamma durante a infec¢do pela levedura acapsular Cap67 em comparacao

com o seu background B3501, bem como ao controle ndo infectado (Fig. 5.9)
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Figura 5.9: Cap67 induz o aumento na expressdo do receptor nuclear
PPARgamma. Granulocitos foram incubados a 37°C com C. neoformans (MOI 1)
e apos 2 horas as células lisadas e as proteinas analisadas por Western Blot. (A)
Expressado de PPARgamma (~50KDa) e GAPDH (37KDa) presentes na membrana
de nitrocelulose. (B) Quantificacdo através da densitometria das bandas.
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5.10 - C. neoformans néo induziu translocacdo de NFkB para o
nucleo

Para saber se C. neoformans induz a translocagdo do fator de
transcricdo NFkB para o nucleo em granuldcitos, os granuldcitos foram infectados
com sorotipo A H99 e sorotipo D B3501 e seu mutante Cap67 com MOI 1 durante
2 horas a 37°C. Apés o estimulo as células foram marcadas para NFkB e
analisadas qualitativamente através de microscopia confocal de fluorescéncia.
N&o houve diferenga significativa entre os diferentes sorotipos de C. neoformans
(MOI 1 e 5) nem entre as leveduras mutantes em relagcdo ao controle néo
infectado (Fig. 5.10).
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Figura 5.10: C. neoformans néo altera a expressao do fator de transcricéo

NFkB. Granulécitos foram incubados a 37°C com as diferentes cepas de C.
neoformans (MOI 1 e 5) e ap0s 2 horas foram marcados e analisados. Prancha

com imagens do microscépio confocal de fluorescéncia. Aumento 9x. MOI 5.
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5.11 - C. neoformans sorotipo D B3501 induziu o aumento da

expressédo de Prostaglandina D2 (PGD2) intracelular em granulécitos

PGD2 é a principal prostaglandina envolvida na ativacdo de
granuldcitos. Desta forma, a expresséao intracelular do mediador lipidico PGD: foi
analisado em granuldcitos infectados com C. neoformans. Uma vez que este
mediador tem importante funcdo em granulécitos. Para isso os granuldcitos foram
infectados com as cepas H99 e B3501 e seu mutante acapsular Cap67 com MOI 5
durante 2 horas a 37°C. ApOs o estimulo as células foram permeabilizadas e
marcadas para PGD:2 e analisadas quantitativamente por citometria de fluxo. O
sorotipo A H99 n&o induziu o aumento de PGD: intracelular, enquanto o sorotipo D
B3501 aproximadamente triplicou os niveis intracelulares de PGD2 dentro dos
granuldcitos, em comparacdo ao controle ndo infectado. A levedura acapsular
Cap67 diminuiu significativamente o0s niveis intracelulares de PGD2 em

comparacao ao seu background selvagem B3501. (Fig. 5.11).
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Figura 5.11: C. neoformans B3501, sorotipo D, aumenta a expressao
intracelular de PGD2 em granulécitos. Granul6citos foram incubados a 37°C
com as diferentes cepas de C. neoformans (MOI 5) e apdés 2 horas foram
marcados e analisados. (A) Normalizacdo da média da intensidade de
fluorescéncia (MFI) para PGD2. (B) Histograma da fluorescéncia de PGD..

Experimento realizado com 1 doador.
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5.12 - A biogénese de corpusculos lipidicos induzida pelo mutante
acapsular Cap67 ocorre de maneira independente dos receptores DP1,
CRTH2 e da enzima Prostaglandina sintase (h-PGDS)

Uma vez que C. neoformans foi capaz de induzir o aumento da producao
de PGD2, o passo seguinte foi analisar qual a influéncia dos receptores de
prostandides DP1 e CRTH2 e da enzima h-PGDS no aumento da biogénese de
corpusculos lipidicos, induzidos por Cap67. Para isso os granulocitos foram pré-
tratados durante 30 minutos com os antagonistas dos receptores DP1 (BWA 868c)
e CRTH2 (CAY 10471), além do inibidor de h-PGDS (HQL-79). Ap6s o pré-
tratamento as células foram infectadas com as cepas H99 e B3501 e seu mutante
acapsular Cap67com MOI 5 durante 2 horas a 37°C. As células foram entdo
marcadas com a sonda BODIPY e analisadas quantitativamente através de
citometria de fluxo. Ndo foram observadas diferencas significativas nas células
pré-tratadas com BWA868c e CAY 10471 em relacdo aos granulécitos nédo
tratados quando infectados por Cap67. A inibicdo de h-PGDS favoreceu o
aumento da biogénese de corpusculos lipidicos em granulécitos infectados pela
levedura acapsular. Desta forma, a biogénese de corpusculos lipidicos induzida
pelo mutante acapsular Cap67 ocorre de maneira independente dos receptores
DP1 e CRTH2, bem como de h-PGDS (Fig. 5.12).
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Figura 5.12: A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por Cap67 ocorre
de maneira independente dos receptores DP1 e CRTH2 e da h-PGDS.
Granuldcitos foram pré-tratados com diferentes inibidores e incubados a 37°C com
as diferentes cepas de C. neoformans (MOI 5) e apos 2 horas foram marcados e
analisados (MOI 5). Histograma da média da intensidade de fluorescéncia de
corpusculos para células tratadas com BWA868c (A), CAY10471 (B) e HQL-79
(C). Dados representativos de 5 doadores.
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5.13 — Granulocitos foram capazes de fagocitar as diferentes cepas

de C. neoformans

A fim de se conhecer a capacidade de granulocitos de fagocitar as
diferentes cepas de C. neoformans, as células foram infectadas com H99 e B3501
e seu mutante Cap67 com MOI 1 durante 2 horas a 37°C. Apés a infeccdo as
células foram coradas e contagem das leveduras internalizadas ou aderidas na
membrana dos granulocitos foi realizada. Os resultados demonstraram que as
leveduras selvagens e mutante sdo fagocitadas pelos granulocitos de forma muito

semelhante, mantendo indices de fagocitose proximos (Fig. 5.13).
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Figura 5.13: Granulécitos sdo capazes de fagocitar as diferentes cepas de C.
neoformans. Granulécitos foram incubados a 37°C com as diferentes cepas de C.
neoformans (MOI 1) e ap06s 2 horas foram corados e as células fagocitarias e as
leveduras internalizadas foram contados. (A) Fotografias do microscopio confocal
de fluorescéncia evidenciando leveduras (cabecas de seta) internalizadas pelas
células; (B) Indice de fagocitose para cada cepa de C. neoformans. O experimento
foi realizado com 2 doadores. As andlises estatisticas foram realizadas com
resultados de triplicata técnica através do teste one way anova e teste t de

student.
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5.14 - A fagocitose das diferentes cepas de C. neoformans foi

diferencialmente modulada pela via da PGD2

Considerando a influéncia da via das prostaglandinas na biogénese de
corpusculos lipidicos induzida por C. neoformans, o préximo passo foi a
quantificacdo do indice de fagocitose de granulécitos quando tratados com os
antagonistas de DP1 (BWA868c) e CRTH2 (CAY10471) e inibidor de h-PGDS
(HQL-79) para o conhecimento acerca da influéncia dessa via na fagocitose de C.
neoformans. A inibicdo de DP1 ndo alterou o indice fagocitico de granuldcitos
quando infectados com C. neoformans H99, entretanto essa inibicdo foi importante
para a fagocitose do sorotipo D B3501 quando comparados a células nao tratadas.
N&o ha alteracao significativa na fagocitose da levedura mutante Cap67 de células
tratadas com BWAB868C em comparacao a células nao tratadas (Figura 5.15 A). O
receptor CRTH2, por sua vez, € importante para a fagocitose de B3501 e seu
mutante Cap67, enquanto ele ndo participa da fagocitose do sorotipo A H99 uma
vez que ele induziu um aumento na capacidade fagocitica de células tratadas com
CAY 10471 quando comparadas a ceélulas ndo tratadas (Figura 5.15 B). Da
mesma forma que nas células tratadas com CAY 10471, nas células tratadas com
HQL-79 a capacidade fagocitica para H99 aumentou quando comparada a células
ndo tratadas (Figura 5.15 C). Dessa forma, a fagocitose por granuldcitos de C.
neoformans H99 é induzida com a inibicdo de CRTH2 e h-PGDS, enquanto a
fagocitose de B3501 é dependente dos receptores DP1 e CRTH2 e independente
de HQL-79. Para o mutante acapsular a fagocitose por granulécitos é dependente
do receptor CRTH2.
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Figura 5.14. A fagocitose das diferentes cepas de C. neoformans é
diferencialmente modulada pela via das prostaglandinas. Granuldcitos foram
pré-tratados e infectados com as diferentes cepas de C. neoformans (MOI 1) e
apos 2 horas foram corados e as células fagocitarias e as leveduras internalizadas
foram contados. indice de fagocitose de células tratadas com BWAS8S68c (A),
CAY10471 (B) e HQL-79 (C) para cada cepa de C. neoformans. O experimento foi
realizado com 2 doadores. As analises estatisticas foram realizadas com
resultados de triplicata técnica através do teste one way anova e teste t de
student, *p<0,05 ** p<0,01.
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515 — A morte de C. neoformans selvagem induzida por

granulécitos é independente dos receptores DP1 e CRTH2

Para saber a influéncia dos receptores de PGD2, DP1 e CRTH2, na
morte de C. neoformans por granuldcitos, as células foram pré-tratadas durante 30
minutos com os antagonistas de DP1 (BWA868c) e CRTH2 (CAY10471). Apls o
pré-tratamento as células foram infectadas com H99 e B3501 e seu mutante
Cap67 com MOI 1 durante 2 horas a 37°C. Apos a infeccdo as células foram
lisadas e as colénias formadas pelos fungos foram quantificadas.
Independentemente do sorotipo, os granulécitos foram capazes de inviabilizar
mais de 50% das leveduras. Os resultados demonstraram que os receptores DP1
e CRTH2 séo dispensaveis na morte de C. neoformans induzida por granulécitos
(Fig. 5.15). A inibicdo de CRTH2 favorece a morte de Cap67 ocasionada pelos
granulécitos em comparacdo as células ndo tratadas (Fig. 5.15B). Os inibidores
nao modificaram a viabilidade das leveduras (Dado ndo mostrado).
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Figura 5.15: Os receptores de prostandides DP1 e CRTH2 néo interferiram na
morte de C. neoformans selvagem induzida por granulécitos. Granuldcitos
foram incubados a 37°C com as diferentes cepas de C. neoformans (MOI 1) e
apos 2 horas foram lisados e as leveduras foram crescidas para quantificacdo de
unidades formadoras de colbénias (CFU). Graficos mostrando a quantidade de
colonias formadas apos a interacdo de C. neoformans com células tratadas ou nao
com BWAS868c (A) e CAY 10471 (B). Os dados foram adquiridos através da
triplicata técnica de 2 doadores diferentes e analise estatistica foi feita através do

teste one-way anova e teste t. *p<0,05 NS: Nao significativo
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5.16 — A morte de C. neoformans induzida por granulécitos é

independente da enzima mediadora da sintese de PGD2, h-PGDS

Para saber a influéncia da sintese interna de Prostaglandina D2 na
morte de C. neoformans por Granulécitos, as células foram pré-tratadas durante
30 minutos com o inibidor de h-PGDs (HQL-79). ApGs o pré-tratamento as células
foram infectadas com H99 e B3501 e seu mutante Cap67 com MOI 1 durante 2
horas a 37°C. Apés a infeccdo as células foram lisadas e as colbnias formadas
pelos fungos foram quantificadas. H-PGDS € dispenséavel para funcéo citotoxica
de granulécitos quando infectados por C. neoformans. O inibidor ndo modificou a

viabilidade das leveduras (Dado ndo mostrado).
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Figura 5.16: h-PGDs néao interfere na morte de C. neoformans induzida por
granulécitos. Granuldcitos foram incubados a 37°C com as diferentes cepas de
C. neoformans (MOI 1) e ap6s 2 horas foram lisados e as leveduras foram
crescidas para quantificacdo de unidades formadoras de col6nias (CFU). Graficos
mostrando a quantidade de col6nias formadas apdés a interacéo de C. neoformans
com células tratadas ou ndo com HQL-79. Os dados foram adquiridos através da
triplicata técnica de 2 doadores diferentes e analise estatistica foi feita através do

teste one-way anova e teste t. NS: Nao significativo

70



6- Discussao

O presente trabalho visou caracterizar os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na ativacao de granulécitos por C. neoformans, analisando
o papel da capsula e do metabolismo lipidico celular nesse processo.

Sabe-se que o aumento do tamanho e da granulosidade de granulécitos
caracteriza um processo de ativacao celular destas células, através do aumento
da producéo de granulos, os quais contém diversas substancias microbicidas e
moduladoras da resposta imunoldgica e inflamatdria como citocinas, histaminas,
heparina, eicosanodides, entre outras. O aumento de tamanho dos granuldcitos
ocorre em decorréncia do aumento do volume do citoplasma destas células.
Assim, o primeiro objetivo deste trabalho foi verificar a modificagcdo conformacional
de granulécitos induzida pela infec¢éo por C. neoformans e caracterizar através de
quais mecanismos essa modificacdo pode ocorrer. Nossos dados demonstraram
gue a levedura mutante acapsular Cap67 induz ao aumento significativo do
tamanho e granulosidade de granulécitos, enquanto a cepa selvagem B3501 nao
teve este efeito. De acordo com Sobroe e colaboradores (2009), as mudancas
conformacionais também resultam de rearranjo no citoesqueleto e estdo
relacionados a migragcdo de células da circulacdo para os locais de inflamacédo e
também podem estar relacionadas com um aumento no volume celular. Dessa
forma, o a cepa selvagem, B3501, pode estar inibindo enquanto Cap67 pode estar
induzindo a mudanca conformacional de células. O sorotipo A, H99, € a cepa mais
virulenta e encontrada na maioria dos casos de AIDS (Franzot et al., 1999) e ndo
induz a mudanca conformacional de granuldcitos. Esses dados indicam que o
fungo capsulado ndo induz a ativacao celular através da mudanca conformacional,
0 que pode favorecer o crescimento fungico.

Outro importante marcador de ativacdo celular é a biogénese dos
corpusculos lipidicos. Nao h& nada descrito na literatura sobre a modulacdo na
biogénese de corpusculos lipidicos induzidos por C. neoformans. No presente
trabalho, foi observado que os sorotipos A (H99) e D (B3501) ndo aumentaram a

biogénese de corpusculos lipidicos de forma significativa, enquanto a levedura

71



acapsular Cap67 aumentou consideravelmente a quantidade e tamanho destas
organelas no interior dos granuldcitos. Os corpusculos lipidicos sdo marcadores
de ativagdo celular e estdo relacionados a diversos processos inflamatérios e
producdo de mediadores lipidicos inflamatorios e citocinas (Bozza & Viola, 2010).
Assim, nossos dados indicam que a presenca da capsula do fungo esta
relacionada com um mecanismo de escape, induzindo uma diminuicdo da
producdo de granulos e da biogénese de corpusculos lipidicos, desta maneira C.
neoformans reduziria a geracdo de substancias microbicidas, citocinas,
substancias vasoativas e mediadores inflamatorios.

Dados na literatura indicam que os corpusculos lipidicos podem ser
utilizados pelos patogenos como fonte de alimento (Melo et al., 2011) ou até
mesmo como mecanismo de transporte, reproducdo e escape da resposta
imunoldgica por patégenos (Herker & Ott, 2011). C. neoformans tem a capacidade
de se reproduzir no interior de células (Coelho et al., 2013; Srikanta et al., 2014;
Zaragoza et al., 2011) e assim, C. neoformans pode também utilizar os lipideos no
interior dos corpusculos lipidicos para manutencdo do seu ciclo de vida e
persisténcia intracelular.

Considerando que a cepa acapsular foi capaz de induzir significativo
aumento da granulosidade e tamanho dos granuldcitos, bem como aumento da
biogénese dos corpusculos lipidicos, tornou-se necessario saber quais moléculas
poderiam estar envolvidas neste processo. De fato nossos resultados mostraram
que os lipideos isolados de todos os fungos sdo capazes de aumentar a
biogénese de corpusculos lipidicos. Porém, os lipideos derivados da cepa
acapsular Cap67 aumentaram significativamente a abundancia destas organelas
no interior dos granulécitos, indicando que a auséncia da capsula expde lipideos
fungicos que estariam envolvidos na inducdo da ativagdo de granuldcitos.
Entretanto, estes lipideos ndo estdo envolvidos no aumento da formacdo de
granulos e de tamanho dos granulécitos.

Posteriormente analisamos se os componentes da capsula, GXM e
GalXM, poderiam estar modulando a biogénese de corpusculos lipidicos e o

aumento da granulosidade e tamanho dos granulécitos. Nossos resultados
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indicaram que nem GXM nem GalXM foram capazes de induzir resposta de
ativacdo de granuldcitos. Esses resultados eram esperados, pois é sabido que a
capsula é o maior mecanismo de evasdo da resposta imunolégica, inibindo a
fagocitose e estresse oxidativo, o que foi verificado pela utilizacdo de leveduras
acapsulares (Chang et al., 1994; Naslund et al., 1995; Feldmesser et al., 2000). O
polissacarideo mais presente na capsula € o GXM (90-95%) e atualmente tem
sido descrito como o componente principal da capsula, enquanto GalXM esta
envolvido no transporte de GXM para o espaco extracelular e formacao de capsula
em leveduras filhas (De Jesus et al., 2009).

A via das prostaglandinas tem importante papel em processos pro- e
anti-inflamatorios (Pettipher, 2008; Arima & Fukuda, 2011) e est4 envolvida em
processos como resposta a patdégenos, alergias, e cancer. A fim de se entender
através de quais vias de sinalizacdo ocorre biogénese de corpusculos lipidicos
durante a infeccdo por C. neoformans, nés investigamos o papel das vias das
prostaglandinas, através de COX, na biogénese dos corpusculos lipidicos. Nossos
dados indicaram que a enzima COX participa significativamente do processo de
inducdo da biogénese de corpusculos lipidicos induzida por Cap67. Segundo
Sanding (2007) o bloqueio da producao de prostaglandinas pela inibicdo de COX
reduz significtivamente a resposta inflamatéria. Ja foi descrito que corpusculos
lipidicos séo sitios de sintese para prostaglandinas (Bozza et al., 2009). Esses
dados corroboram a hipétese de que a biogénese de corpusculos lipidicos seja um
importante mecanismo celular para o controle da infeccdo por C. neoformans,
através da inducdo de uma inflamacao efetiva e protetora.

De forma semelhante, a producdo de leucotrienos € um importante
mecanismo de ativacdo da resposta inflamatéria. A producédo de leucotrienos é
iniciada pela enzima 5-LO e 15-LO, e resultam na produgédo de leucotrienos e
lipoxinas, importantes mediadores lipidicos envolvidos em processos importantes
como recrutamento de células e vasodilatacdo (Peters-Golden & Henderson,
2007). Assim, investigamos se a via dos leucotrienos, através das enzimas 5-LO e
15-LO, seria importante na biogénese de corpusculos lipidicos induzida pela cepa

acapsular de C. neoformans. A inibicdo de 5-LO e 15-LO né&o influenciou na
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biogénese de corpusculos lipidicos durante a infeccdo. Esses resultados
demonstraram que a via dos leucotrienos ndo é essencial na infecgcdo por C.
neoformans com relacdo a criacdo de uma resposta inflamatoria induzida pelos
corpusculos lipidicos.

NFkB esta relacionado com a transcricio de diversos genes
relacionados a apoptose, proliferagao, migracao e inflamacgéo (Baeuerle & Henkel,
1994) e em decorréncia do estimulo o NFkB ativo é translocado para o nucleo
(Hyldahl et al., 2012). Nossos dados indicaram que a infec¢ao por C. neoformans
nao induziu a translocacdo de NFkB para o nucleo, que pode indicar que outros
fatores de transcricdo podem estar envolvidos na ativacdo do metabolismo lipidico
e expressdo de citocinas e proteinas importantes na resposta imunolégica
induzida por C. neoformans. Em contraste ao NFkB, PPARgamma é um receptor
nuclear envolvido em diversas vias do metabolismo celular e quando é ativado se
torna um fator de transcrigcdo, controlando a expressédo de genes envolvidos na
adipogénese, metabolismo lipidico e homeostase (Ahmadian et al., 2013). Alguns
metabdlitos da Prostaglandina D2, como a 15d-PGJ2, pode se ligar a
PPARgamma resultando na sua ativacdo e consequente modulacdo do
metabolismo lipidico celular (Forman et al., 1995; Sanding et al., 2007;). Em
granulécitos infectados por Cap67 houve um aumento na expressdo de
PPARgamma, indicando a funcéo desse fator de transcricdo durante a infeccéo e
modulacdo do metabolismo lipidico de forma dependente da capsula do fungo C.
neoformans.

Dentro do contexto de modulacdo do metabolismo lipidico, a PGD2, se
destaca como tendo diversas fun¢des na inflamacéo, em especial em granuldécitos,
como acles anti- e pré-inflamatérias descritas na resposta imunologica (Sanding
et al., 2007). Além disso, esses mediadores sdo frequentemente sintetizados
dentro dos corpusculos lipidicos (Bozza et al., 2009). No presente trabalho, foi
observado que C. neoformans do sorotipo D é capaz de induzir o aumento de
PGD: intracelular e o seu mutante Cap67 diminui significativamente a producdo
deste mediador. Em contraste, C. neoformans do sorotipo A, o qual é mais

virulento ndo induziu o aumento de PGD2. Esses resultados demonstram que a
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PGD:2 pode estar envolvida de formas diferentes na infecgédo por C. neoformans e
deve ser expressa em uma quantidade ideal para controle da infeccéo. O excesso
ou a falta pode resultar em uma resposta imunoldgica ndo protetiva. Nao ha
muitos relatos na literatura sobre a funcdo de PGD:2 na infeccdo fungica,
entretanto a funcdo de outras prostaglandinas é vastamente descrita para C.
neoformans (Erb-Downward & Huffnagle, 2007; Qiu et al., 2012), Aspergillus
fumigatus (Kupfahl et al., 2011), Candida albicans (Noverr et al., 2001; Erb-
Downward & Noverr, 2007) e Histoplasma capsulatum (Pereira et al., 2013). PGE-2
em especial tem funcdo imunossupressora, induzindo o aumento da resposta anti-
inflamatoria, e esta relacionada a evasédo da resposta imunoldgica pelo patégeno
(Valdez et al., 2012; Rodriguez et al., 2013).

A inibicdo da enzima h-PGDS, a qual participa da sintese da PGDg,
induziu um aumento maior na biogénese de corpusculos lipidicos na infec¢ao por
Cap67, indicando que a producdo de PGD:2 pelo fungo selvagem pode estar
envolvida na contencdo da resposta inflamatéria, através da manutencdo do
namero de corpusculos lipidicos. De fato, a PGD: esta relacionada com a
resolucao da inflamacao em alguns modelos de infec¢do e de neoplasias (Sanding
et al., 2007).

Os principais receptores de PGD2, DP1 e CRTH2, possuem func¢des
opostas na resposta celular inflamatéria. Quando CRTH2 é blogueado, a PGD: se
liga prioritariamente a DP1, resultando no aumento de cAMP e bloqueio da
ativacao celular, o que desfavorece a resposta antifingica (Stebbins et al., 2010).
J& quando DP1 é inibido aumenta a ativacdo mediada por CRTH2, resultando na
diminuicdo de cAMP e inducdo da ativacdo celular (Arima & Fukuda, 2011).
Enquanto o receptor DP1 controla funcdes celulares como producéo de citocinas e
mediadores lipidicos, CRTH2 controla a mudanga conformacional, respostas
quimiotaticas e degranulacdo celular. De forma geral, DP1 estd associado a
inibicdo da resposta celular, enquanto CRTH2 na ativacdo celular (Arima &
Fukuda, 2011).

No presente trabalho, verificamos a influéncia dos receptores DP1 e

CRTH2 na biogénese de corpusculos lipidicos. Nos observamos que a inibicdo de
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ambos os receptores, DP1 e CRTH2, nao interferiu na biossintese dessas
organelas, indicando que a sinalizacdo gerada por estes receptores néo participa
na expressao de moléculas envolvidas na formagéo dos corpusculos lipidicos.

A fagocitose é um processo importante da iniciagdo da resposta
inflamatoria e a resposta imunologica a patogenos intracelulares. Neste trabalho,
nés investigamos a capacidade fagocitica e citotoxica de granuldcitos na infeccéo
por C. neoformans, verificando o papel dos receptores DP1 e CRTH2 e da h-
PGDS nessa atividade. Sabe-se que granuldcitos possuem atividade
anticriptocéccica (Mambula et al., 2000). De fato, nossos resultados também
demonstraram uma acgéo téxica dessas células, de forma que os fungos que foram
internalizados pelo granulécitos tiveram sua viabilidade diminuida em
aproximadamente 50% em comparacdo ao controle de crescimento dos fungos,
nao havendo diferenca entre os diferentes sorotipos ou com o mutante acapsular.

Estudos que usaram linhagens acapsulares mostraram que a cépsula
tem funcdo de diminuir a fagocitose por macrofagos (Price & Perfect, 2011).
Entretanto, nossos resultados demonstraram que H99 e B3501, fungos
capsulares, sao fagocitados de forma similar ao acapsulado. Isso pode ser
explicado devido ao fato de que, mesmo com a presenca de cépsula, a fagocitose
ocorre posteriormente a opsonizacdo das leveduras com proteinas do sistema
complemento (Seider et al.,, 2010). Dentre os sorotipos, os receptores de PGD2
tiveram papeis diferentes. Os receptores DP1 e CRTH2 contribuem em conjunto
para a fagocitose de B3501, enquanto na infecgdo por Cap67 somente o receptor
CRTH2 ¢ influente no englobamento dessa levedura acapsular. Para o sorotipo A,
H99, a inibicdo de CRTH2 favoreceu o aumento no indice de fagocitose, o que
pode indicar uma maior ativacdo do receptor DP1, que pode estar envolvido no
reconhecimento dessa linhagem. Além disso, a inibicdo da h-PGDS também
favoreceu a fagocitose, contribuindo para o fato de que a PGD2 pode estar
influenciando negativamente na infeccéo por C. neoformans H99.

Outro parametro importante a ser analisado € formacdo de unidades
formadoras de colénias de fungos apds a interacdo com granulécitos tratados ou

ndo com os inibidores relacionados a via da PGD2. A citotoxicidade de
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granuldcitos pode ocorrer através da liberacdo do conteddo dos granulos no
fagossoma ou no meio extracelular, impossibilitando o crescimento de patdgenos
fagocitados (Urban et al., 2006). Nossos resultados demonstraram que a
sinalizacdo de PGD: pelos receptores e a sintese desse eicosanoide nao
interferem na capacidade citotdxica de granulécitos durante a infeccdo por C.
neoformans, sendo somente a morte de Cap67 favorecida quando o receptor
CRTH2 é inibido. Outros estudos sao necessarios para investigar se outro
receptor, menos especifico, estaria envolvido na funcdo citotoxica, como o
receptor de tromboxano (TX) (Schuligoi et al., 2010). Nao ha relatos na literatura
sobre a funcdo de PGD2 no combate a infec¢des por C. neoformans, sendo
somente descrito que o fungo é capaz de produzir PG para evadir a resposta
imunologica.

Levando em consideracdo que neutrofilos ndo expressam quantidades
significativas de CRTH2, supbe-se que os efeitos inibitérios de PGD:2 séo
mediados por DP1 (Sanding et al., 2007) e a inibicdo de CRTH2 esta influenciando
de forma mais significativa a resposta de eosinoéfilos. Assim, os efeitos mediados
pelo receptor CRTH2 na fagocitose de Cap67 podem estar sendo mediados em
grande parte por eosindfilos.

No presente trabalho conseguimos descrever uma fungcdo anti-
inflamatéria de PGD:2 durante a infeccdo de C. neoformans, e o bloqueio da
sintese de PGD2 ou da via de sinalizagdo dessa molécula pode auxiliar no controle
da infeccdo. Esses dados descrevem mais uma via de escape da resposta
imunologica pelo fungo C. neoformans induzida pela capsula polissacaridica. Mais
estudos acerca da fungéo da via da PGD:2 no estabelecimento e disseminacao da
infeccdo por C. neoformans precisam ser realizados, de forma que todos os
mecanismos envolvidos sejam elucidados e novos alvos terapéuticos possam

sejam descritos.
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7 - Conclusoes

- C. neoformans € capaz de induzir a ativacéo celular de granuldcitos;

- A levedura acapsular Cap67 é capaz de induzir o aumento de
granulos intracelulares em granuldcitos;

- Nossos dados mostraram pela primeira vez que 0 mutante acapsular
Cap67 induz o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos e que esse
aumento é devido, em parte, pelo lipideo total derivado do fungo;

- Determinamos através de qual via os corpusculos lipidicos sao
sintetizados durante a infec¢cdo por C. neoformans Cap67 e concluimos que o
aumento da biogénese de corpusculos lipidicos é dependente da via das
prostaglandinas (COX) e independente da via dos leucotrienos (5-LO e 15-LO);

- Observamos a inducdo da expressdo de PGD:2 no interior de
granulécitos pela infecgdo por C. neoformans B3501 e a consequente diminuigdo
dessa expresséo na infec¢do pela levedura acapsular Cap67;

- Identificamos que a infeccdo por C. neoformans modula a expressao
do receptor nuclear e fator de transcricio PPARgamma e ndo induz na
translocacdo de NFkB em granuldcitos;

- Descrevemos que granuldcitos sdo capazes de fagocitar os diferentes
sorotipos e 0 mutante e que a capacidade fagocitica € dependente da ativagdo ou
inibicdo de receptores de prostaglandina, principalmente CRTH2;

- Documentamos que o0s granulocitos sdo capazes de matar 0s
diferentes sorotipos e 0 mutante e essa capacidade de eliminacdo do patdgeno é
independente da via das PGDz;

- Identificamos que a PGD: sintetizada por granulécitos pode ter funcao
anti-inflamatoéria na infeccdo por C. neoformans, favorecendo a manutencdo e
proliferacéo do patégeno;

- Nossos dados demonstram pela primeira vez que C. neoformans €&
capaz de modular a biogénese de corpusculos lipidicos, a ativacdo do receptor
PPARgamma, e de modular a via de sinalizacdo de PGD2, como mecanismo de
escape atraves da presenca da sua capsula, induzindo uma resposta inflamatéria

ineficaz.
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As principais contribuicbes deste trabalho acerca dos mecanismos
envolvidos na resposta inflamatoéria de granuldcitos na infeccao por C. neoformans

selvagem e seu mutante acapsular estdo sumarizados no modelo proposto abaixo:
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Figura 7.1: Modelo de ativagéo celular de granuldcitos durante a infecgéo por

Ambiente

Anti-inflamatério + Indugdo

== Inibicdo

C. neoformans selvagem e mutante acapsular. A infeccdo pelo mutante
acapsular Cap67 induz a criacdo de um ambiente pré-inflamatério, através do
aumento da inducdo da biogénese de corpusculos lipidicos, ativacdo de
PPARgamma, formagdo de granulos celulares, e diminuicdo de PGDz,
favorecendo a eliminacdo do patdgeno. Em contraste, a infeccdo pela levedura
selvagem B3501 nado induz a biogénese de corpusculos lipidicos, formacédo de
granulos e ativacdo de PPARgamma, e induz o aumento da expressédo de PGDz,
favorecendo a criagdo de um ambiente anti-inflamatorio e a consequente

manutenc¢ao da permanéncia do fungo.
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