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RESUMO

O ergosterol ¢ um componente da membrana flingica que auxilia na protecdo contra
estresses oxidativos e resisténcia a estresses ambientais, além de ser um alvo importante na
terapia antifungica. A delecdo de genes da via do ergosterol demonstrou interferéncia na
sobrevivéncia e na viruléncia de diversos fungos. A fim de entender melhor como a auséncia
do Ergosterol pode interferir na sobrevivéncia do C. neoformans e na ativagdo da resposta
imunolodgica, avaliamos a termosusceptibilidade da linhagem nocaute, e a resposta imunoldgica
de macrofagos provenientes da medula dssea de camundongos (BMDM) ao interagir com o
mutante. Também utilizamos as vesiculas extracelulares (EVs) lisadas ¢ intactas do mutante ¢
do selvagem para avaliar a ativacdo da resposta imunologica. O mutante Aergb possui em sua
membrana outros lipideos como Lanosterol e Esqualeno, entdo avaliamos também se esses
lipideos podem ativar a resposta imunologica utilizando nanoparticulas com os lipideos
incorporados durante a interagdo com BMDM. Os resultados demonstraram que o mutante
Aerg6 sobrevive a 37°C, porém ndo ¢ capaz de proliferar nessa temperatura. Também
mostramos que o mutante ¢ capaz de estimular a resposta imunoldgica com a dosagem das
citocinas IL-1pB, TNF-a e IL-6 e de Oxido Nitrico, mas em menores niveis que a cepa selvagem.
Também encontramos resultados parecidos na interagdo com as EVs intactas do mutante e do
selvagem com BMDM. Entretanto, as EVs produzidas pelo mutante Aerg6 quando lisadas,
estimulam maior producdo de citocinas do que as EVs lisadas da linha selvagem, sugerindo a
presenga de diferentes componentes nas EVs dos mutantes. Demonstramos que as
nanoparticulas com os lipideos presentes na membrana causam a morte celular dos BMDM,
porém com baixa capacidade de induzir a producdo das citocinas avaliadas neste trabalho.
Dessa forma, conseguimos demonstrar que o mutante Aerg6 permanece viavel a temperatura
corporal humana, mas sem capacidade de proliferagdo, e ¢ capaz de produzir EVs que sdo

capazes de estimular a ativacdo da resposta imune em BMDM.



ABSTRACT

Ergosterol is a fungal membrane component that assists in the protection against
oxidative stress and resistance to environmental stress, besides being an important target in
antifungal therapy. Genes deletion from Ergosterol pathway demonstrated interference in the
survival and virulence of several fungi. In order to better understand how the Ergosterol
absence can interfere in the C. neoformans survival and in the immune response activation,
we evaluated the thermosusceptibility of the Aerg6 mutant, which had the ERG6 gene deleted,
and the immune response of macrophages from the bone marrow of mice (BMDM) when
interacting with the mutant and comparing with the wild-type H99 strain. We also used lysed
and intact extracellular vesicles (EVs) from the mutant and wild mice. The Aerg6 mutant has
other lipids such as Lanosterol and Squalene whether these lipids can activate the immune
response using nanoparticles with incorporated lipids. The results showed that the Aerg6
mutant survives at 37°C, althought it is not able to proliferate at this temperature. We also
showed that the mutant is capable of stimulating the immune response with dosages of Nitric
Oxide and IL-1b, TNF-a and IL-6 cytokines, but at lower levels than the wild-type strain. We
also observed similar results in the interaction with intact mutante EVs and wild with BMDM.
However, the EVs produced by the Aerg6 mutant, when lysed, stimulate greater cytokine
production than the EVs lysed from H99. We demonstrated that nanoparticles with membrane
lipids cause BMDM cell death by Lactate Dehydrogenase (LDH) dosages, even at low
concentrations of lipids in nanoparticles. In this way, we managed to evaluate that the Aerg6
mutant remains viable at human body temperature, but without proliferation capacity, and is
capable of producing EVs that are capable of stimulating the immune response activation in

BMDM.
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1. INTRODUCAO
1.1. CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura encapsulada, que apds a inalagdo por uma
fonte ambiental, pode causar doengas respiratorias e neuroldgicas em humanos (ARAUJO et
al., 2015). Este fungo ¢ um patégeno oportunista que se desenvolve em pacientes com
deficiéncias no sistema imunologico, como paciente com HIV, cancer, quimioterapia ou em
tratamentos com imunossupressores, como transplantados. Porém, também pode ser
patogénico em pacientes imunocompetentes. A terapia antifingica ¢ limitada, com efeitos
colaterais toxicos e relato de resisténcia aos medicamentos, sendo estes impedimentos

significativos para uma terapia eficaz (HULL, HEITMAN, 2002).

Em todo o mundo, a meningite criptocococica ¢ responsavel pela mortalidade de até
15% dos pacientes infectados com o virus HIV (RAJASINGHAM, et al, 2017). Apesar do
tratamento antirretroviral, a doenca em pacientes portadores de HIV continua gerando
preocupacdo devido a sua significante taxa de morbimortalidade, cuja incidéncia varia de
0,04% a 12% por ano entre pacientes com HIV, tendo o numero estimado de cerca de um
milhdo de casos por ano que resultam em cerca de 650 mil mortes no mesmo periodo (PARK
etal., 2009). Em uma escala global, a meningite criptococdcica apresenta uma incidéncia anual
de aproximadamente 223.100 casos ¢ 180 mil mortes, sendo 73% dos casos na Africa
Subsariana e 19% no Sudeste Asiatico (DENNING, 2016). A estimativa mundial por ano ¢ de
152.000 casos de meningite criptococica, resultando em 112.000 mortes (Figura 1). As regides
com maior prevaléncia sdo a Africa subsaariana (regides do sul e leste com a Africa ocidental
e central), a Asia e o Pacifico, Globalmente, a criptococose resultou em 112.000 de 580.000

mortes relacionadas a AIDS em 2020 (RAJASINGHAM et al., 2022).
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Figura 1: Estimativas globais e regionais da incidéncia da presenga do antigeno criptococico, meningite
criptocdcica e mortes relacionadas a criptococose. O Caribe, Oriente Médio e Norte da Africa ndo sdo

mostrados aqui devido as incidéncias muito baixas (modificado de RAJASINGHAM et al, 2022).

O género Cryptococcus ¢ muito heterogéneo e inicialmente foram descritos cinco
sorotipos: A, B, C, D e hibrido AD (hibridos entre os sorotipos A e D), com base em reagdes
de aglutinagdo da céapsula polissacaridica. C. neoformans foi originalmente classificado em
dois sorotipos: var. neoformans (sorotipos A, D e o hibrido AD) e var. gattii (sorotipos B e C).
Recentemente, C. neoformans var. gattii foi reconhecido como uma espécie independente, o
Cryptococcus gattii. Além das diferencas observadas anteriormente, estudos moleculares e o
sequenciamento gendmico detectaram diferengas genéticas significativas entre os sorotipos A
e D. Em seguida, o sorotipo A foi distinguido como um novo sorotipo, var. grubii. Atualmente,
o género ¢ classificado em dois sorotipos e uma espécie irma: C. neoformans var. neoformans

(D), C. neoformans var. grubii (A) e C. gattii (B, C) (LIN, HEITMAN, 2006).

Embora o C. neoformans tenha sido isolado pela primeira vez em suco de péssego, as
fontes saprofiticas mais importantes globalmente sdo as excretas de pombo (Columba livia) e
o solo. O fungo ndo pertence a microbiota normal do solo, porém, as amostras positivas para
C. neoformans foram principalmente de areas frequentadas por pombos, galinhas, perus ou,
ocasionalmente, outras espécies de aves. Recentemente, fontes arboreas de C. neoformans tém
sido cada vez mais relatadas em vérias partes do mundo (K.J. KWON-CHUNG et al. 2014).

No ambiente, o C. neoformans interage com amebas, sendo estas provaveis predadoras do
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fungo. Esta intera¢do permite que o fungo adquira e mantenha, na natureza, fatores de
viruléncia importantes para a infec¢do dos mamiferos (Figura 2). Foram descritas alteracdes
gendmicas e fenotipicas pleiotropicas, que aumentaram a sobrevivéncia do fungo,
desenvolvimento de fatores de viruléncia como formacdo de capsula, producao de urease e
melanina, além da mutac¢do no gene que codifica o transportador de oligopeptideos (FU et al.,

2021).

Fontes ambientais Inalagdo =

X colonizacdo

:T(

Meningite
criptococica

Alveolar spaces

Disseminacdc hematogénica

Figura 2: Ciclo de infeccdo do C. meoformans. Inalagdo de células criptococicas dessecadas ou
“esporos” de fontes ambientais, incluindo solo, plantas ¢ excrementos de passaros. Fungos inalados
colonizam os espacos alveolares e atravessam a barreira hematoencefalica, disseminando para o sistema
nervoso central (SNC), onde pode ocorrer meningite criptocdcica (modificado de BERMAS & GEDDES-
MCALLISTOR, 2020).

1.2. INTERACAO FUNGO-MACROFAGO

A infec¢@o humana ocorre por inalagdo de esporos ou levedura dessecada desse fungo,
que entram no trato respiratorio do hospedeiro. Na maioria das vezes, a infec¢do ¢
assintomatica, pois as células criptococicas podem colonizar o trato respiratdrio do hospedeiro
por meses ou mesmo anos sem causar nenhuma sintomatologia (COELHO et al., 2014). No
entanto, a forma aguda da criptococose pode se desenvolver apos a exposi¢do a uma elevada

carga fungicas (NOSANCHUK et al., 2000). Normalmente, as células fingicas sdo eliminadas
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ou restritas ao pulmdo dentro dos granulomas, onde podem persistir em estado dormente
indefinidamente sem produzir nenhum dano. Quando a imunidade do hospedeiro ¢ suprimida
ou comprometida, essas células criptococicas dormentes podem ser reativadas e disseminadas
por via hematogénica, e consequentemente podem causar infecgdes sistémicas, acometendo
diversos 6rgaos, causando danos ao hospedeiro em diferentes niveis, como o molecular, celular
e tecidual (CASADEVALL et al., 2018). C. neoformans tem tropismo pelo sistema nervoso
central (SNC) e pode causar a meningite criptococica (LIN, HEITMAN, 2006).

Ap6s a sua inalagdo, podem ser eliminados pelos macroéfagos pulmonares presentes nos
alvéolos. Um outro mecanismo inato constitutivo ¢ a presenga de surfactantes, que possuem
propriedades antimicrobianas. Além disso, linfocitos (como linfécitos TCD4+ e TCD8+) e
outras células mieldides (como as células dendriticas e macréfagos jovens) também sdo
recrutados para o 6rgdo contribuindo para a eliminagao do fungo (Figura 3) (ZARAGOZA et
al., 2019).

C. neoformans

) Célula NK
Celula CélulaT

Dendritica o CD4+ Th1 @
\ !
N
":Ny

IL-13

>
Eosinofilo / 1
@) 00

CélulaT
CD4+ Th2 Basoiflo

Via Alternativa de Ativagao de Macrofagos

Figura 3: A via de ativacdo do macrofago influencia diretamente na morte do C. neoformans. Na presenga
da citocina IFN-y do tipo Th1, os macrofagos polarizam para um fenotipo classicamente ativado (M1). Esses
macrofagos produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO, que contribuem para sua atividade
anticriptococica. No entanto, quando as citocinas do tipo Th2 IL-4 e/ou IL-13 sdo mais prevalentes, os

macréfagos polarizam em direcdo a um fendtipo ativado alternativamente (M2). Macrofagos M2 nao
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possuem atividade anticriptococica e sdo permissivos a proliferagdo intracelular de C. neoformans

(modificado de WAGER, WORMLEY, 2015).

A interacdo dos macréfagos com o fungo ocorre pelo reconhecimento dos componentes
da parede celular fungica, como a-glucanas, B-glucanas, manose e quitina, que sio
reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) desencadeando ativagdo
celular e a fagocitose da particula fingica. No entanto, este fungo possui uma capsula, que ¢
altamente antifagocitica, e sem as opsoninas, produzidas pelo hospedeiro, ndo ha fagocitose
significativa de células de levedura in vitro. Como o C. neoformans acapsular ¢ facilmente
fagocitado por meio de receptores de complemento e/ou receptores de B-glucana, foi levantada
a hipdtese de que a grande capsula de polissacarideo oculta a maioria dos ligantes PRR
fungicos, diminuindo assim a fagocitose pelas células hospedeiras (GILES et al., 2007). De
fato, para uma fagocitose eficiente in vitro, ¢ necessaria a opsonizagdo com anticorpo ou
proteinas do sistema complemento, interagindo com os receptores para a por¢ao Fc da IgG
(FCyR), receptores de complemento (CR3) e Dectina-1 (COELHO et al., 2014). Apesar das
propriedades antifagociticas da céapsula in vitro, a fagocitose de C. neoformans ocorre
facilmente in vivo. Em relacdo aos esporos, esses sdo acapsulares e, portanto, com exposi¢ao
maior de B-glucanas do que as leveduras. Os esporos como particulas infecciosas prontamente
interagem com a Dectina-1 e outros PRRs de 3-glucana, como o receptor do tipo Toll 2 (TLR-

2) e sdo fagocitados (NAKAMURA et al., 2006; GILES et al., 2009; COELHO et al., 2014).

O reconhecimento da particula de levedura ndo se limita aos PRRs extracelulares da
célula imune, mas continua dentro do fagolisossomo, e até mesmo no citoplasma da célula,
monitorando a presenga de componentes fiungico O C. neoformans ndo demonstrou interferir
na maturacao fagossomica, sendo que este ¢ capaz de acidificar, apesar desta acidificacdo ser
benéfica para a replicagdo fungica. O fagossomo contendo C. neoformans € capaz de ser fundir
com o lisossoma, formando o fagolisossoma, e este adquire rapidamente uma série de
marcadores de maturacdo, entre eles os marcadores autofagicos, que se colocalizam também
no fagolisossoma, como o LC3, no entanto, as leveduras nao foram encontradas no interior de
um compartimento autofagico (NICOLA et al., 2011). Os mediadores da autofagia podem
desempenhar fun¢des neste fagossomo distintas de suas fungdes candnicas; tais atividades

hipotéticas explicariam por que a deplegdo de Atg2, Atg5 ou Atg9 diminui a captagdo e/ou
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replicagdo de C. neoformans e por que a deplecdo de Atg5 afeta a sobrevivéncia apos a

interagdo com C. albicans, mas ndo com C. neoformans (NICOLA et al., 2012).

Apesar da maturagdo normal dos fagossomos, estes tornam-se permeaveis apos a
infeccdo por C. neoformans (TUCKER, CASADEVALL, 2002). A lise do fagossoma teria
uma série de consequéncias como a perda de acidez, vazamento de enzimas fagossdmicas que
danificam macréfagos, facil acesso fingico a nutrientes citoplasmaticos e liberagdo de fortes
componentes capsulares imunomoduladores no citoplasma. Até o momento, ndo estéa claro se
a lise dos fagossomas reflete uma perda de integridade fagossomica devido ao dano no
macrofago, um efeito direto do fungo ou uma combinagdo de ambos. A produgdo de urease
diminui os danos do fagolisossomo, porém aumenta a exocitose ndo litica, permitindo ao fungo
disseminar quando ¢ transportado pelos macrofagos (COELHO et al., 2014; JUNG et al.,
2022).

Macréfagos humanos restringem o crescimento de C. neoformans por até 24 horas apos
a infeccdo, um achado indicativo de dano ao fungo. Dentro do fagolisossomo, a levedura ¢
exposta simultaneamente a reducdo do pH, espécies reativas do oxigénio (ROS), espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e falta de nutrientes (SHOHAM, LEVITZ, 2005). Apesar de todo
este arsenal, estes sdo neutralizados por mecanismos de sobrevivéncia da levedura. Apds a
fagocitose, a levedura regula positivamente a expressdo génica de enzimas de estresse
oxidativo, resposta ao estresse nutricional e 8 maquinaria autofagica (DERENGOWSKI et al.,
2013). Estes colaboram com as propriedades antioxidantes da melanina fungica e da capsula
para proteger eficientemente o fungo do ataque do hospedeiro. Uma molécula antimicrobiana
comprovadamente inibitoria para C. neoformans em condigdes acidas é o Oxido Nitrico (NO).
A enzima que produz NO, iNOS (induzivel 6xido nitrico sintase), esta presente em granulomas
de C. neoformans no pulmao, e NO tem um papel protetor no modelo de criptococose murina

(RIVERA et al., 2002; DENHAM et al., 2018).

Ap6s a fagocitose, C. neoformans pode sofrer alteragdes morfologicas, como aumento
capsular, que auxiliam sua sobrevivéncia dentro e at¢ mesmo sua exocitose dos fagocitos do
hospedeiro (BLISKA, CASADEVALL, 2009). Algumas dessas alteragdes incluem a formagao
de células gigantes fingicas (células titdnicas), disseminagdo célula a célula e exocitose nao
litica (NLE) (Figura 4) (MA et al., 2006). A presenca de mecanismos para escapar dos
fagossomos ou atravessar para uma célula adjacente ¢ uma evidéncia convincente da adaptagao
da levedura a um estilo de vida intracelular. Curiosamente, a permeabilidade fagossomica
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sempre precede o NLE, enquanto os feixes de actina ao redor do fagossoma parecem neutralizar
a fuga fingica (JOHNSTON SA, MAY, 2010). A interferéncia com a maquinaria do
citoesqueleto do hospedeiro diminui o NLE, e descobriu-se que as células da levedura
interagem com as proteinas Racl do citoesqueleto do hospedeiro, sendo uma pequena proteina
da familia Rho de ligacdo ao GTP, promovendo a sua entrada na barreira hematoencefalica,
indicando que o citoesqueleto do hospedeiro pode ser subvertido para promover a disseminagao
dos fungos (MARUVADA et al., 2012). A caracteristica mais surpreendente do NLE ¢ que nao
existem muitos danos aos macrofagos, com excecdo da formacdo de vactiolos gigantes no

citoplasma da célula hospedeira (ALVAREZ et al., 2006).

Disseminagao do Cryptococcus
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Figura 4: Primeiras alteragdes morfologicas em Cryptococcus spp. dentro do hospedeiro e seus
mecanismos de disseminagdo através das barreiras epiteliais respiratorias e hematoencefalicas (modificado

de DINIZ-LIMA et al, 2022).

1.3. FATORES DE VIRULENCIA

No microambiente dos hospedeiros, o fungo tem trés caminhos para a sobrevivéncia e
estabelecimento da infec¢do: a adaptagdo ao ambiente do hospedeiro, os mecanismos de evasao

imune e a producao de fatores de viruléncia (ZARAGOZA, 2019).
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Como qualquer outro patdégeno microbiano, a sobrevivéncia no hospedeiro envolve a
inducdo de mecanismos de adaptacdo a 370C, diferentes fontes de nutrientes, pH e estresse
oxidativo. Para a adaptacdo a essas condi¢des, o C. neoformans induz multiplos rearranjos
metabolicos e ativagao de diferentes vias de sinalizagao (KOZUBOWSKI, HEITMAN, 2009).
No entanto, alguns aspectos desta adaptacdo sdo mais sensiveis, como 0s mecanismos que
permitem o crescimento em nossa temperatura fisiologica. E, de fato, a maioria dos fungos
patogénicos humanos sdo aqueles capazes de se replicar a 37°C. Isso indica que essa adaptacao
¢ provavelmente um dos principais fatores para se tornar um patdégeno em um hospedeiro

imunossuprimido ou ndo (BERGMAN, CASADEVALL, 2010).

Outro processo de adaptacdo necessario para a sobrevivéncia in vivo sdo aqueles
necessarios para a absor¢ao de alguns nutrientes limitantes, mas essenciais, como os metais
que sdo necessarios para diversas reagoes metabolicas (GERWIEN et al., 2018). Dentre eles, o
papel do ferro na viruléncia criptocdcica ¢ um dos mais estudados (KRONSTAD, 2013). Este
metal € necessario para a atividade adequada de muitas enzimas na célula, e tanto as leveduras
quanto as células hospedeiras desenvolveram mecanismos para competir com eficiéncia e obté-
lo de tecidos e fluidos corporais. No caso de C. neoformans, vérias proteinas sdo necessarias
para a absor¢do eficiente de ferro, como permeases de ferro, ferroxidases e a glicoproteina

Cigl, que ¢ quelante de grupos heme (BAIRWA, 2017).

O pH ¢ outro fator que pode mudar, ndo s6 no hospedeiro, mas também no ambiente, e
por esta razdo, a capacidade de adaptagdo a diferentes pHs também ¢ importante para
sobreviver durante a infec¢do (SELVIG, ALSPAUGH, 2011). Uma das principais proteinas
necessarias para a adaptagdo ao pH neutro ¢ a Rim101, que codifica um fator de transcri¢ao
que responde ao pH alcalino (OST et al., 2015). Curiosamente, esta proteina também regula
outras caracteristicas importantes necessarias para a viruléncia, como a integridade da parede

celular e a producdo das capsulas (O‘MEARA et al., 2013).

A cépsula de C. neoformans ¢ o fator antifagocitico fungico mais bem estudado
(GOMES et al., 2010). A capsula inibe a fagocitose do fungo por macrofagos, células
dendriticas, e neutrofilos e inibe a internalizacao de células fungicas por células endoteliais. Os
macrofagos alveolares podem ser considerados a primeira defesa do tecido do hospedeiro
contra o C. neoformans. Estudos sobre o papel da cépsula na intera¢do entre C. neoformans e
macrofagos demosntraram que uma vez internalizado por macrofagos, C. neoformans pode (i)

crescer e eventualmente lisar o macrofago, (ii) ser mortos pelo macrofago, ou (iii) vivem dentro
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do macréfago em equilibrio por tempo indeterminado. Nos pulmdes, todos os trés resultados
sdo possiveis. Curiosamente, a capsula desempenha um papel importante ndo apenas na
inibicdo da fagocitose, mas também na inibi¢do da morte por macroéfagos, demonstrado com
ensaios utilizando as cepas criptococicas acapsulares, que ndo sdo menos patogénicas. Por
outro lado, embora outras espécies criptocdcicas produzam uma capsula semelhante, elas
também nao sdo patogénicas. Isso sugere que a capsula € necessdria, mas nao o Unico fator para

que as células fungicas causem a doengas (POETA, M. 2004; Coelho et al., 2014).

A defini¢do de fatores de viruléncia ¢ complexa e muito heterogénea variando com os
fungos, mas ha consenso de que eles podem ser definidos como aqueles elementos de um
patdégeno que podem causar danos no hospedeiro, em determinadas condigdes da resposta
imunoloégica do hospedeiro (CASADEVALL, PIROFSKI, 2009). Seguindo essa defini¢ao, C.
neoformans produz vérias enzimas como fatores de viruléncia, como proteases e lipases
(ZARAGOZA, 2019). Essas enzimas também s3o produzidas por outros patdégenos
microbianos, incluindo fungos e bactérias. No caso do C. neoformans, existe outra enzima
degradante, a urease, que também atua durante a infec¢do. A urease catalisa a degradagdo da
ureia em CO2 e amonia, e ¢ necessdria para a utilizacdo do nitrogénio em varios organismos.

A auséncia dessa enzima resulta em um defeito de sobrevivéncia em pH ligeiramente basico

(ZARAGOZA, 2019).

As fosfolipases clivam os fosfolipidios para produzir varios compostos biologicamente ativos.
Essas enzimas alteram o microambiente da infec¢do e podem favorecer a sobrevivéncia de C.
neoformans no hospedeiro (SANTANGELO et al., 2004). As quinases desempenham papéis
de sinalizagdo em outras espécies semelhantes a leveduras, mas o papel metabdlico e de
regulagdo especifico ndo teriam sido previstos em leveduras ndo patogénicas, sugerindo papéis
na interagcdo com o hospedeiro. Cepas com mutacdes no gene PLB1 foram menos capazes de
sobreviver em macrofagos em cultura celular. A cepa nocaute plbl teve uma diminui¢do de
50% na proliferacdo intracelular em comparagdo com o tipo selvagem. Além disso, a cepa
mutante sofreu uma profunda mudanga morfoldgica, produzindo células aumentadas que se

aproximam do tamanho das células titanicas (ALSPAUGH, 2014).
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1.4. VESICULAS EXTRACELULARES

Os fungos sdo capazes de secretar vesiculas extracelulares (EVs), que contém no seu
interior proteinas, lipidios, 4cidos nucleicos, polissacarideos, toxinas, alérgenos, pigmentos e
até prions (BLEACKLEY et al., 2019). Muitas dessas moléculas estdo associadas a aspectos
da fisioldgicos dos fungos, como metabolismo e biogénese da parede celular, mas também a

respostas de estresse, resisténcia antifiingica e patogénese (RODRIGUES ET AL., 2008)

Com base em suas vias biossintéticas, as EVs sdo geralmente categorizadas em duas
grandes classes: microvesiculas (também chamadas de ectossomos ou microparticulas) e
exossomos. As microvesiculas sdo geralmente vesiculas maiores, de 50 nm a 2.000 nm de
didmetro, formadas pelo brotamento direto da membrana plasmatica. Os exossomos sao EVs
menores, variando de 30 a 150 nm de didmetro, produzidos pela via endossomal. A biogénese
dos exossomos comega quando os endossomos maturam para formar corpos multivesiculares
(MVBs). Essas estruturas se fundem com a membrana plasmatica e liberam suas vesiculas

luminais para o espago externo (VAN NIEL et al., 2018).

As vesiculas extracelulares produzidas por células fingicas compartilham semelhangas
morfoldgicas e bioquimicas com exossomos de mamiferos, incluindo uma capacidade de
modular a fun¢do de células imunes (RODRIGUES et al., 2015). Em contraste com o que ¢
observado para exossomos de mamiferos, as vias necessarias para a biogénese e liberacao de
vesiculas extracelulares em células fingicas permanecem praticamente desconhecidas. Uma
caracteristica notavel dos exossomos de mamiferos e das vesiculas extracelulares de fungos ¢
a abundancia de proteinas citoplasmaticas sem um peptideo sinal que direciona as proteinas
para o reticulo endoplasmatico em processos secretores convencionais (OLIVEIRA et al.,

2010) (Figura 5).

Existem vérias evidéncias mostrando que muitos tipos de células hospedeiras sdo
capazes de internalizar EVs fungicas (HUANG et al, 2012). Vesiculas criptococicas contendo
GXM podem ser encontradas no citoplasma de macréfagos apds a permeabilizacdo de
fagossomas por leveduras replicantes intracelularmente (TUCKER et al, 2002). Além disso,
EVs isoladas de macréfagos infectados com C. meoformans mostraram picos adicionais
pertencentes ao GXM criptococico em fragdes de gradiente de sacarose (RODRIGUES et al.,
2007).

20



Imagens de microscopia eletronica de transmissdo obtidas de cortes transversais do
tecido pulmonar de camundongos infectados com C. neoformans revelaram a presenca de
vesiculas 2, 48 e 168 horas ap6s a infeccdo (RODRIGUES et al., 2007). Extratos de EVs de C.
neoformans reagem com soros de pacientes com criptococose (RODRIGUES et al., 2008),
mostrando que os componentes de EV contém proteinas imunogénicas. Além disso, EVs foram
isolados do plasma e do cérebro de camundongos infectados com C. neoformans (HUANG et
al, 2012). A presenca de vesiculas no sangue de camundongos 16 horas ap6s a infec¢do com o
C. neoformans sugere que o tamanho das EVs permite que elas se disseminem dentro do
hospedeiro, embora ainda ndo saibamos quais distdncias as vesiculas podem percorrer
(HUANG et al, 2012). H4 evidéncias in vitro de que as EVs criptocdcicas sdo lisadas por
proteinas séricas humanas como a albumina (BIELSKA et al., 2018) e a proteina de ligacao de
b-galactosideo galectina-3 (ALMEIDA et al., 2017) ap6s 60 a 90 segundos (ROBERTSON et
al., 2012). Isso sugere que uma subpopulacdo de EVs fingicas pode ser instavel em fluidos
corporais e que eles podem agir apenas localmente. No entanto, ainda ndo esta claro como os
EVs de C. neoformans interferem na viruléncia do fungo ou na estimulagdo do hospedeiro

(HUANG et al., 2012).

1.1.LERGOSTEROL

O ergosterol, um 5,7-dieno oxisterol, ¢ o esterol mais abundante nas membranas
celulares dos fungos, regulando a sua permeabilidade e a fluidez (DOUGLAS et al., 2014).
Devido as suas fungdes cruciais com propriedades estruturais Uinicas e etapas biossintéticas
especificas, o ergosterol ¢ o alvo da maioria dos antifingicos disponiveis clinicamente
(DHINGRA, CRAMER, 2017). O ergosterol e outros ester6is também podem participar de
interacdes entre reinos. Nas plantas, o ergosterol representa um padrao molecular associado a
microbios reconhecido como um “antigeno ndo proprio” imunologicamente ativo
(KLEMPTNER et al.,, 2014). Os esterdis glicosilados tém sido associados & proteg¢do
imunoldgica do hospedeiro em modelo experimental in vivo com camundongos (RELLA et
al., 2015). No entanto, ainda existem propriedades que estdo em estudo (KOSELNY et al.,
2018).

21



Parede Colular
Membrana

Croplazma

Figura 5: Meios de secrecdo vesicular do Cryptococcus neoformans. (a) As vesiculas formadas pela
via secretora classica se fundem com a membrana plasmatica para liberar seu contetido fora da célula. (b)
Vesiculas formadas por bolhas na membrana plasmatica sdo liberadas da superficie celular. (c) As vesiculas
formadas dentro das estruturas ligadas & membrana intracelular sdo liberadas intactas na superficie celular
(modificado de DOERING, 2009).

A complexa biossintese do ergosterol envolve quase 30 enzimas conhecidas como
proteinas Erg. A via de biossintese de ergosterol pode ser dividida em trés etapas: biossintese
de mevalonato, biossintese de pirofosfato de farnesil e biossintese de ergosterol (HU et al.
2017). A biossintese do ergosterol comeca com a condensacdo de duas moléculas de acetil-
CoA em acetoacetil-CoA catalisada pela acetil-CoA acetiltransferase (Ergl0). A condensagao

de um terceiro acetil-CoA em acetoacetil-CoA pela hidroximetilglutaril-CoA sintase (Ergl3)
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gera 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que ¢ posteriormente reduzido a &4cido
mevalonico pelas redutases de HMG-CoA (HMGR) Hmgl e Hmg2. HMGR ¢ a enzima
limitante da taxa de biossintese de ergosterol. A via do mevalonato é onipresente em eucariotos,
archaea e algumas bactérias (HAYAKAWA et al. 2017). Na segunda etapa, o mevalonato ¢
fosforilado pela mevalonato quinase (Ergl2). A fosforilacdo adicional pela fosfomevalonato
quinase (Erg8) produz mevalonato-5-pirofosfato. O isopentenil pirofosfato (IPP) ¢ sintetizado
através da descarboxilacdo pela mevalonato pirofosfato descarboxilase (Ergl9). A IPP
isomerase (Idil) catalisa IPP em dimetilalil pirofosfato (DPP). Em seguida, o DPP condensa
com outro IPP para formar o geranil pirofosfato (GPP), e o GPP ¢ condensado com um IPP
adicional para formar o farnesil pirofosfato (FPP). Ambas as reagdes sdo catalisadas pela
geranil/FPP sintase (Erg20). Mutacdes nas duas primeiras etapas da via sdo letais, porque a
biossintese de varios produtos metabolicos essenciais ¢ bloqueada (DAUM et al., 1998). Na
ultima etapa, duas moléculas de FPP catalisadas pela esqualeno sintase (Erg9) sao
metabolizadas a esqualeno, que ¢ o precursor de todos os esterdides. A epoxidacdo do
esqualeno pela esqualeno epoxidase (Ergl) produz o esqualeno epoxido, que € entdo convertido
em lanosterol pela lanosterol sintase (Erg7). A conversdo de lanosterol em zimosterol ¢ um
processo complexo envolvendo varias reagdes de desmetilagdo, reducdo e dessaturacdo
catalisadas pela lanosterol C-14 demetilase Ergl1 e Erg24-Erg27, respectivamente. A esterol
C-24 metiltransferase (Erg6) converte zimosterol em fecosterol, e a esterol C-8 isomerase
(Erg2) catalisa fecosterol em episterol. Finalmente, o episterol ¢ ainda mais dessaturado e
reduzido a ergosterol por Erg3, Erg5 e Ergd (KLUG, DAUM 2014) (Figura 3). Como o
oxigénio ¢ necessario para as multiplas rea¢des no ultimo moddulo, a disponibilidade de
oxigénio afeta significativamente a sintese de ergosterol. As proteinas Erg da ultima etapa sao
os alvos dos azdis, uma classe importante de antifingicos. Em particular, o Erg6 pode se tornar
um alvo para a nova geragdo de agentes antifingicos, pois ndo participa da biossintese do

colesterol (KODEDOVA, SYCHROVA 2015).

Para evitar o acumulo excessivo de ergosterol, o ergosterol ¢ transportado através de
organelas ou secretado no meio de maneira dependente de ATP (JACQUIER, SCHNEITER,
2012). Como os esterdis sdo insoliveis em solucdo aquosa, o ergosterol pode ser transportado
através de proteinas de ligacdo/transferéncia de lipideos, como as proteinas Osh (SCHULZ,
PRINZ 2007) e Arvl (TINKELENBERG et al. 2000). Células de levedura podem armazenar
esterdis na forma de ésteres esterilicos (SE) catalisados por Arel e Are2 em particulas lipidicas

(LP). Para a secrecdo no meio ambiente, os esterdis devem ser acetilados primeiro e depois
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transportados para a membrana plasmatica. Proteinas de levedura Pryl e Pry2 relacionadas a
patdégenos Pryl e Pry2 sdo secretadas e ligam a acetatos de esteréis (CHOUDHARY,
SCHNEITER 2012). As proteinas Erg estdo predominantemente distribuidas no citoplasma e
no reticulo endoplasmatico (ER) das células de levedura. Ergl10p e Ergl3p no primeiro médulo
sdo encontrados quase inteiramente no citoplasma de S. cerevisiae. Surpreendentemente,
ErglOp também € encontrado em peroxissomos da Candida tropicalis, que utiliza n-alcano
(KURIHARA et al. 1992). A HMGR esta localizada principalmente no RE, o que pode estar
relacionado a regulacdo dessa enzima limitante da velocidade (KONING et al. 1996). As
proteinas Erg da segunda e terceira etapas estdo localizadas principalmente no citoplasma e no
RE, respectivamente. Erglp, Erg27p e Ergbp na terceira etapa sao distribuidos entre ER e LP
(OTT et al. 2005; KRISTAN, Rizner 2012). A localiza¢dao dupla e a capacidade potencial de
Erglp, Erg27p e Ergbp de se deslocar entre duas organelas sugerem um novo método de

regulacdo da biossintese de ergosterol.

Uma preocupacao sobre os achados resumidos acima esté relacionada ao fato de que o
ergosterol ¢ um componente tipico da membrana plasmatica e, portanto, ndo ¢ acessivel ao
reconhecimento pelos receptores de superficie dos macrofagos. No entanto, foi demonstrado
que varias manoproteinas da parede celular de C. albicans e moléculas relacionadas, se ligam
e transportam esterdis extracelulares (KOSELNY et al., 2018), sugerindo uma distribui¢ao
externa. De fato, o ergosterol ¢ o principal componente lipidico das vesiculas extracelulares
fungicas (RODRIGUES et al., 2013). A passagem de vesiculas contendo ergosterol através da
parede celular indica que este esterol pode ser um componente transitério da parede celular
(NIMRICHTER etal., 2016), e que pode facilitar o reconhecimento pelas células imunes. Além
disso, vesiculas contendo ergosterol liberadas extracelularmente por C. albicans promovem
estimulacdo de macréfagos (VARGAS et al., 2015). Portanto, varios processos fisiologicos
contribuem com a presenga de ergosterol além da membrana celular e consequente participagao
em eventos imunologicos. Nesse cenario, Koselny e colaboradores. (2018) foram os primeiros
a demonstrar que o ergosterol fungico ¢ imunologicamente ativo, o que abre varios caminhos

de investigagcdo sobre como o hospedeiro responde a esterois e lipidios fungicos em geral.
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Figura 6: Vias de biossintese de ergosterol em C. neoformans. A via mais comum em fungos para produzir
ergosterol ¢ via zimosterol. Uma via alternativa usa o eburicol. O CNAG refere-se a sequéncia genomica do

Broad Institute Database H99 Genome Project (modificado de Oliveira et al, 2020).

Foi observado que a delecdo do gene ERG6 em C. neoformans mostrou uma alta
capacidade pleiotropica do gene. Inclusive, foram demonstrados diversos fendtipos alterados
também aos mutantes de Aerg6 de outros fungos ou até mesmo mutantes de outros genes da
mesma via de biossintese do ergosterol (OLIVEIRA et al., 2020). No entanto, 0os mecanismos
pelos quais a auséncia da enzima Erg6 afeta outras vias metabdlicas sdo pouco conhecidos e
sdo importantes de serem investigados, pois o entendimento do papel desta enzima em fungos
fornecerd conhecimentos que certamente serdo utilizados na identificagdo de novas drogas

antifiingicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Diante da importancia dos fatores de viruléncia dos fungos na relagdo com o hospedeiro
e da necessidade de se conhecer mais sobre o papel da membrana celular neste processo, o
objetivo deste trabalho foi analisar a auséncia do ergosterol na resposta imunoldgica in vitro

de macréfagos utilizando o mutante Aergb6 e as vesiculas extracelulares secretadas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o papel dos mutantes Aergb na ativagdo de macréfagos derivadas de medula
6ssea de camundongos (BMDMs).
- Avaliar o papel das vesiculas secretadas pelos mutantes Aerg6 na ativacdo de BMDMs.
- Analisar a influéncia dos lipideos de membrana na producdo de citocinas in vitro,

utilizando nanoparticulas contendo estes lipideos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. CEPAS

As linhagens do C. neoformas utilizadas neste trabalho foram H99 (WT) e o mutante
ergbA (360.erg6b OLIVEIRA et al., 2020). Os estoques de cada uma das cepas estavam em
tubos contendo uma mistura de 50% de YPD liquido e glicerol 50%, e armazenados a -80°C.
Esses estoques foram utilizados para o repique por esgotamento em placas de Sabouraud
Dextrose (SDA) a cada 15 dias. As placas foram incubadas a 30° C por 48 h e armazenadas a
temperatura de 2-8°C. As colonias isoladas em cada uma das placas foram utilizadas
diretamente em testes ou em inoculos em YPD caldo antes de cada um dos experimentos

descrito a seguir.

3.2. CURVA DE CRESCIMENTO

Foram realizadas curvas de crescimento das linhagens de C. neoformans a 30°C por 18
horas, em seguida a 37 °C por 24 horas e depois retornou a 30°C a 150 rpm. Inéculos dos
fungos foram feitos em YPD liquido. As células foram lavadas com solugdo salina, foram
contadas em camara de Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 1x108 células/mL. Foram
utilizadas placas de 96 pocos estéreis e em cada poco utilizado foi pipetado 198 uL. de YPD e
2 uL do in6éculo a fim de ter uma concentracdo final de 1x106. As placas foram incubadas
utilizando o equipamento Eon biotek com agitagdo continua e a cada 30 minutos as

absorbancias a 600 nm foram medidas ao longo de 96 h.

3.3. DIFERENCIACAO DE BMDM

Os macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram diferenciados a partir de
células de medula dssea obtidas de camundongos C57BL/6 entre 8 e 10 semanas de idade. Os
macrofagos foram otidos a partir da diferencia¢do das células de medula 6sse incubados com
GM-CSF (ImmunoTools) e f-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), formando macréfagos com um
perfil M1-like.

A extracdo das células de medula dssea foi realizada utilizando a técnica de lavagem
femoral. Resumidamente, os camundongos foram sacrificados por meio de asfixia em cdmara

de CO2, em seguida, realizada a retirada do fémur e tibia das duas patas traseiras,

27



separadamente. Cada osso era cortado ao meio e, no interior, ocorria uma lavagem utilizando
uma seringa de agulha 0,3 x 13 mm contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), obtendo-se
assim as células. Essas células foram submetidas por um processo de lise dos eritrdcitos, a
partir de um tampdo de lise contendo cloreto de amoénio em tampdo Tris. Estas células
posteriormente foram ressuspendidas em meio de congelamento contendo 90% de soro fetal
bovino (SFB — Gibco) e 10% de dimetilsulféoxido (DMSO — Sigma) e acondicionadas em
criotubos, na concentragao de 6x106/mL. Os criotubos eram acondicionados em um recipiente
denominado “Mr. Frosty” (Thermo Scientific), que mantém a viabilidade celular durante o
congelamento, a partir de uma queda de temperatura constante (-1°C por min). Apds 24 h em
freezer -80°C, os criotubos eram transferidos para um reservatdrio contendo nitrogénio liquido.

Para cada diferenciagdo celular, os criotubos eram descongelados a 37°C em banho-
maria e as células eram transferidas para um tubo conico de plastico contendo 10 mL de RPMI-
1640 com 20% de SFB aquecido a 37°C (MARIM et al, 2010). Para contagem e analise da
viabilidade celular foi utilizado o corante azul de tripan (Sigma). Para a obtencdo de
macrofagos com um perfil M1 pro-inflamatorio, foram plaqueadas 2x106 células em 10 ml de
meio composto por RPMI-1640 com gentamicina suplementado com 10% SFB e 20 ng/mL de
GM-CSF (ImmunoTools) e 50 uM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). Apos trés dias,
adicionou-se mais 10 mL de meio de diferenciacdo com GM-CSF e B-mercaptoetanol. No sexto
dia de diferenciag¢do, 10 mL do volume do meio de cultivo foram retirados, centrifugados e era
adicionado 10 mL de meio novo descrito acima. No oitavo dia de cultivo, os macrofagos
estavam aderidos. Assim, primeiro retirava-se o sobrenadante e as células aderidas eram
recobertas com a solu¢do de dissociagdo “Tryple Express” (Life Technologies), por 30 minutos
a 37°C, que apresenta em sua composicao uma enzima semelhante a tripsina, porém menos
agressiva, que promove a dissociagdo dos BMMs do fundo da placa. Apos a coleta, a solugao
foi substituida por meio RPMI-1640 + 10% de SFB, foi feita a contagem dos macrofagos, os
quais estavam prontos para serem utilizados em experimentos futuros (LUTZ et al., 1999).

Os macréfagos foram entdo ressuspendidos em meio de experimento (90% de RPMI-
1640 e 10% de SFB,) e plaqueados em placa de 96 pogos, na concentragdo de 1x106 células
por mL, por duas horas em estufa a 37°C para aderéncia no fundo da placa. Apos este tempo,
o meio contido nas placas foi renovado e os experimentos subsequentes foram realizados

(ZAMBONI e RABINOVITCH, 2003).
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3.4.INTERACAO DO CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS, DASEVS E DAS
NANOPARTICULAS COM BMDM

Para analisar a influéncia das EVs, dos fungos e das nanoparticulas na modulagdo da
resposta imune dos macrdéfagos, estes foram incubados com 90 ng/mL de proteina de cada tipo
de EVs, 1x105/mL das duas cepas de C. neoformans e em diversas concentracdes das
nanoparticulas. Foram incubadas 1x10°¢ células por mL por pogo em placa de 96 pogos e
posteriormente os sobrenadantes foram coletados para quantificagao de citocina por ELISA e
de lactato desidrogenase. Para a quantifica¢do de peroxido de hidrogénio, foram utilizados os
macrofagos que interagiram com as EVs, os fungos e as nanoparticulas.

Como controle, as células foram incubadas somente com PBS (controle negativo), ou
estimuladas com com lipopolissacarideos de E. coli (LPS - Sigma-Aldrich), responsavel pelo
primeiro sinal de ativacdo do inflamassoma, ou nigericina (Invivogen), responsavel pelo
segundo sinal, ou os dois (controle positivo). Os grupos experimentais foram as células
somente com as vesiculas, para investigar se elas sdo capazes de ativar o inflamassoma por si
s0; as células pré-ativadas com LPS, nigericina ou LPS + nigericina e incubadas com as EVs,
os fungos ou as nanoparticulas, a fim de saber se funcionam como primeiro ou segundo sinal
para a ativagdo do inflamassoma. Além disso, também foram testados grupos com ou sem soro
fetal bovino, ja que este soro contém albumina, componente responsavel pela desintegragao

das vesiculas causando a liberacao de seu conteudo.

3.5. ENSAIO DE SOBREVIVENCIA A FAGOCITOSE EM MACROFAGOS

O teste de viruléncia em macrofagos foi realizado com uma cultura de macrofagos
BMDM e interacdo com as cepas como citado anteriormente. A placa foi novamente incubada
por 2 e 24 h na estufa a 37 °C, que ¢ a temperatura 6tima para macrdéfagos, com 5 % CO2,
overnight. Os macréfagos foram lisados através de ressuspensdo das células em 100 pL de uma
solugdo de SDS 0,5 % (m/v) estéril. A suspensdo foi recolhida em um tubo de microcentrifuga
estéril (um tubo para cada replicata) e entdo foi plaqueada em YPD. As placas foram incubadas
a 30 °C e as UFC foram contadas apds cerca de 48 h. Os dados obtidos foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 5 utilizando o teste estatistico 2 way ANOVA para a determinacao

dos valores P.
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3.6. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS POR ELISA

Os sobrenadantes obtidos a partir do ensaio de interagdo entre os macrofagos e as
vesiculas, os fungos e as nanoparticulas foram utilizados para a dosagem das citocinas IL-1,
IL-6 e TNF-a, a partir da técnica de ELISA do tipo sanduiche. Foram utilizados kits comerciais,
denominados Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go! ®, Mouse TNF alpha ELISA Ready-
SET-Go! ® e Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go!® (Ebioscience). Todos os reagentes
necessarios para o procedimento estavam contidos nos kits (anticorpos primario e secundario,
citocinas para curva padrdo, diluentes, estreptavidina, subs trato, solu¢do de parada e solugao
de lavagem). Apds a reagdo, as placas foram analisadas no espectrofotometro de placa
“Multiskan™ FC Microplate Photometer” (Thermo Scientific), no comprimento de onda de
450 nm. Resumidamente, o principio do teste se baseia na geracdo de cor a partir da quebra de
substrato por uma enzima acoplada indiretamente as citocinas presentes. Logo, quanto maior a
presenga destas citocinas na amostra, maior a colora¢do gerada na etapa de revelagdo. No
ensaio, uma curva de concentra¢des conhecidas de citocinas ¢ realizada, utilizando os padrdes
contidos nos kits. Tal curva ¢ usada como referéncia para a deducdo da concentracdo de
citocinas presentes em cada uma das amostras, a partir da comparagdo entre as absorbancias

obtidas nos pocos experimentais e na curva.

3.7. QUANTIFICACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Os BMDM foram incubados com 90 ng/mL de proteina das EVs do selvagem e mutante
e 1x106/mL de C. neoformans H99 e Aerg6 por 24 e 48 horas. Apoés a interagdo, aliquotas de
100ul da suspensdo celular foram centrifugadas para depois desprezar o sobrenadante e
ressuspender o pellet em 500 microlitros de Meio Vermelho de Fenol e foram transferidas para
cada poco da placa de cultura de fundo chato (96 pocos). Os ensaios foram feitos em
quadruplicata (2 espontineos e 2 com estimulo de PMA). Em 2 destes pocos foram
acrescentados 10uL de Acetato Miristato de Forbol (PMA) diluido em dimetil sulféoxido

(DMSO), de maneira a se obter uma concentragdo final de 10ng por pogo.

A placa foi incubada a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera imida por 1
hora. Apos este tempo, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 10ul de NaOH 1N por poco.
A absorbancia foi determinada em um leitor de ELISA (espectofotometro), com filtro de

620nm, contra branco constituido por solu¢do de vermelho de fenol. Os resultados foram
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obtidos em densidade optica (D.O.) e foram transformados em pM de H202, mediante equagao
de regressdo linear com base em uma curva padrdo feita com concentragdes conhecidas de

peroxido de hidrogénio.

3.8. QUANTIFICACAO DE OXIDO NiTRICO (NO)

A producdo de NO foi indiretamente determinada pela quantificagdo do cataboélito nitrito
(NO2-) pelo método da reagdo de Griess. Resumidamente, as amostras de sobrenadante de
cultura celular foram incubadas com um volume igual de reagente de Griess (uma combinagao
de uma soluc¢ao de sulfanilamida a 1% em acido ortofosférico a 5% e uma solugdo de cloridrato
de naftil etilenodiamina a 0,1%) por 5 min em temperatura ambiente. A concentragdo de nitrito
foi calculada com base em uma curva padrido de nitrito de sodio (1,56 a 100 uM) em meio
experimental completo. O corante azo formado foi quantificado por espectrofotometria a 540

nm.

3.9. EXTRACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

As vesiculas foram isoladas a partir de sobrenadantes de cultura de C. neoformans das
cepas H99 e Aerg6, usando como base protocolos descritos na literatura (BROWN et al, 2015).
O meio de cultura utilizado foi o YPD caldo - Kasvi na concentragdo 100%. Inicialmente,
foram inoculadas uma alca bacterioldgica de cada cepa de C. neoformans no meio de cultura
citado anteriormente em frascos Erlenmeyer de 250 mL durante 2 dias a 30°C sob agitacao de
120 rpm.

Ap6s 2 dias em cultura, os fungos passaram pelo processo de lavagem com PBS estéril
¢ foram semeados em SDA na concentragao de 3,5 x 107/mL durante 12 horas. As coldnias
que cresceram foram centrifugadas duas vezes em 15.000 g por 15 minutos, retirando o pellet
entre as centrifugacdes a fim de usar o sobrenadante, onde estavam as vesiculas. O
sobrenadante, entdo, passou por filtragao realizada com filtro de seringa com poros de 0,45 pm.
O concentrado retido pela membrana passou por dois ciclos de ultracentrifugagdo a 100.000 g
por 1 hora cada, sendo ressuspendido em PBS estéril com gentamicina a 25 mg/L, a fim de se
evitar contaminagdes durante o processo

O GXM, uma das principais moléculas constituintes da cépsula fungica do C.

neoformans, estava presente nas suspensdes de vesiculas, como visto em experimentos
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anteriores realizados pelo grupo. Para a sua retirada, realizou-se um ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) de captura com afinidade por GXM usando o anticorpo 18B7
(RODRIGUES et al, 2007). Esse, ¢ um anticorpo monoclonal murino (IgG1l) que possui
especificidade contra a GXM e ¢ usado para opsonizagdo de C. neoformans foi gentilmente
cedido pelo Dr. Arturo Casadevall (Albert Einstein College of Medicine — Nova lorque)
(CASADEVALL et. al., 1998). Para isso, uma placa de ELISA de 96 pogos foi sensibilizada
com 50 pL do anticorpo na concentragdo de 10pug/mL, por uma hora em temperatura ambiente.
Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com PBS estéril e depois bloqueada com 50 pL
albumina sérica bovina (BSA) a Img/mL por uma hora a 37°C. Depois disso, a placa foi lavada
novamente trés vezes com PBS a fim de retirar todo o BSA, ja que a albumina possui a
capacidade de romper as vesiculas (WOLF, J.M. et. al. 2012) e foram adicionados 50 pL de
vesiculas previamente isoladas em cada poco, que ficaram por uma hora em temperatura
ambiente e depois foram passadas a outros pocos previamente tratados com 18B7 por mais

uma hora

3.10. QUANTIFICACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES

As EVs foram quantificadas de forma indireta pela quantificagdo de proteinas com o
kit Micro BCA - Thermofisher Scientific, utilizando as instru¢des do fabricante. O teste ¢
colorimétrico e em uma placa de 96 pocgos, fez-se uma curva com concentragdes padrao de
albumina sérica bovina (BSA), em seguida, adicionou-se as amostras ¢ em cada um dos pogos
se adicionou uma solucdo coquetel presente no kit, que reage com as moléculas a serem
quantificadas, provocando mudanca de cor, sendo detectada em espectrofotdmetro por

absorbancia no comprimento de onda 562 nm.

3.11. QUANTIFICACAO DE LACTATO DESIDROGENASE

Para a analise de morte celular, um grupo adicional foi preparado na etapa do ensaio de
interacdo entre macréfagos e os meios condicionados. Para preparar este grupo, as células nao
receberam nenhum tipo de estimulo at¢é o momento de se adicionar a nigericina. Neste
momento, ao invés de nigericina, estas células receberam DMSO em um volume que representa

20% do meio de cultivo. O DMSO agiu durante 0 mesmo tempo que a nigericina nos grupos
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experimentais. Apos este tempo, o sobrenadante foi coletado normalmente, e este grupo foi

considerado como um controle de 100% de morte celular.

O sobrenadante obtido a partir do ensaio de interacdo foi utilizado para a dosagem da
liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) pelos macrdéfagos, a partir de técnica enzimatica e
colorimétrica. O LDH ¢ uma enzima citosélica bastante estavel que ¢ liberada em eventos de
lise celular, servindo como indicador de morte celular. Para a detecg¢ao foi utilizado um kit
comercial, denominado CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Todos
os reagentes necessarios para o procedimento estavam contidos no kit (diluente, substrato e
solucdo de parada). Apds a parada da reagdo, as placas foram lidas no espectrofotometro de
placa Spectramax M5 (Molecular Devices), no comprimento de onda de 490 nm.
Resumidamente, o principio do teste se baseia na geracdo de cor a partir de reagdes enzimaticas,
que envolvem a transformacdo de um sal em um composto colorido a partir de um substrato
gerado pela quebra do LDH. Desta maneira, quanto maior o indice de morte celular no grupo,

maior a quantidade de LDH liberada e maior a coloragao obtida no final da reacdo.

Para a obten¢do dos dados de porcentagem de morte celular, uma equagdo foi gerada
no programa Excel (Microsoft), onde foi criada uma linha de tendéncia entre as absorbancias
do ponto 0% (grupo ndo tratado) e do ponto 100% (grupo tratado com DMSO). As
absorbancias dos grupos experimentais foram entdo adicionadas nesta equacdo, sendo obtida

assim a porcentagem de morte celular de cada grupo.

3.12. RT-PCR REAL TIME

O RNA foi isolado de BMDM ap6s interagao com EVs de C. neoformans e Aerg6 e foi
transcrito reversamente. A andlise quantitativa de PCR em tempo real foi realizada usando o
sistema StepOnePlus Real-time PCR (Applied Biosystems). Todos os dados de expressdao

génica sdo apresentados como a expressao relativa a GAPDH.

Genes Primers

IL-1b 5'-AGAAGCTTCCACCAATACTC-3'
5'-AGCACCTAGTTGTAAGGAAG-3'
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IL-18 5'- GACAGCCTGTGTTCGAGGATATG-3'
5'- TGTTCTTACAGGAGAGGGTAGAC -3’

YMI 5'-GGGCATACCTTTATCCTGAG-3'

5'-ACACTGTGCCCATCTACGAG-3'

PTX3 5'- CGAAATAGACAATGGACTTCATCC -3’

5'- CATCTGCGAGTTCTCCAGCATG -3’

iNOS 5'- GAAACTTCTCAGCCACCTTGG -3

5'- CCGTGGGGCTTGTAGTTGA -3’

Arginase 5'- CATTGGCTTGCGAGACGTAGAC -3’

5'- GCTGAAGGTCTCTTCCATCACC -3’

Dectina-1 5'- ATGAAATATCACTCTCATATAG -3’

5'- TTACAGTTCCTTCTCACAGATAC -3’

GAPDH 5" GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'

5’- ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA - 3'

Tabela 1: Lista de genes e primers utilizados na analise por RT-PCR Real Time.

3.13. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados apresentados nesse trabalho referem-se a um experimento representativo,
com grupos em triplicata, de pelo menos dois ensaios independentes. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software). Dados
considerados significativos foram demonstrados com *, quando P <0,05; com **, quando P <

0,01; com *** quando P < 0,001; com **** quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05.
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4. RESULTADOS

Para avaliar a importancia do ergosterol na interacdo entre células do hospedeiro e o C.
neoformans, utilizamos o mutante para o gene ERG6 (Aerg6) que foi gerado anteriormente

(OLIVEIRA et al, 2020).

4.1. O mutante Aerg6 apresenta termosusceptibilidade a 370C reduzindo sua

capacidade de crescimento

J& havia sido descrito que o mutante Aerg6 perde a termotolerancia observada pelo
fungo selvagem. Nesse estudo, os autores observaram que a 30°C, o Aerg6 apresentou 0 mesmo
padrdo de crescimento da cepa selvagem, apresentando a mesma viabilidade celular. Com o
aumento da temperatura para 35 °C, evidenciaram que o mutante Aerg6 apresentou um atraso
para atingir a fase estacionaria, quando comparado as linhagens selvagem e apresentou uma
menor viabilidade celular. Quando atinge a temperatura de 37°C, o fungo ¢ incapaz de se

multiplicar (OLIVEIRA et al., 2020).

Com essas informagdes, avaliamos se essa incapacidade de crescimento a 37°C causava
a morte do mutante ou se o fungo ficava em estado de laténcia. Inicialmente avaliamos a
viabilidade celular dos dois isolados, a 30 e 37°C (Figura 7). Assim como descrito, o Aergb
tem uma taxa de crescimento menor a 37°C. A partir desta confirmacdo realizamos uma curva
de crescimento em YPD liquido a 30 °C por 18 horas, até chegar na fase exponencial. Depois
aumentou-se a temperatura a 37°C por 24 horas e, em seguida, retornou a temperatura a 30°C,
como no inicio. O mutante Aerg6 ndo apresentou crescimento durante as 24 horas a 37°C, mas
evidenciou crescimento ao retornar a 30°C. Esses dados sugerem que o mutante fica em estado

de laténcia a 37°C e que ndo ocorre a morte do Aerg6.
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Figura 7: Termotolerancia do mutante ERG6 a mudanca de temperatura. A curva de crescimento
foi realizada com diferentes temperaturas, iniciando a 30 °C, e apds 18 h incubacdo, alternando para 37 °C
e retornando para 30 °C apos 24 h. A analise estatistica foi realizada comparando os grupos do mutante

Aerg6 com os grupos da cepa selvagem H99.

4.2. Avaliacdo da sobrevivéncia apos a fagocitose do mutante Aergé em BMDM

Para avaliacdo a interagdo entre o mutante de Aergb ¢ os BMDM, analisamos a
sobrevivéncia dos fungos nos macrofagos. As cepas em estudo foram submetidas a fagocitose
por BMDM a 37°C que, posteriormente, foram lisados ap6s 2 e 24 horas. Os fungos que foram
internalizados, recuperados da lise celular, foram plaqueados e a contagem de UFC de cada
uma das linhagens foi realizada. O resultado observado foi a reducdo na capacidade de
sobrevivéncia de mutantes de Aergb6 a 37°C em BMDM indicada pelo crescimento de um
namero reduzido de coldnias (Figura 9), o que nao foi observado na temperatura de 30°C, pois
essa ¢ a temperatura ideal para a prolifera¢cdo do mutante. O aumento do niimero de fungos

poderia ser decorrente da influéncia da temperatura na atividade microbicida pelos macréfagos.

Para confirmacdo dessa hipdtese, foi realizado o mesmo experimento a 35°C,
temperatura que permite estabilidade aos macrofagos durante a interagdo. Foi observado a
capacidade de sobrevivéncia da fagocitose em BMDM em comparagdo ao teste a 37°C, porém
menor capacidade de sobrevivéncia comparado ao selvagem. Esses dados corroboram os

resultados obtidos pela curva de crescimento do Aerg6, citados acima.
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Figura 8: Ensaio de sobrevivéncia a fagocitose a (A) 30°C, (B) 35°C e (C) 37°C. BMDM foram incubados
com o fungo mutante e o selvagem por 2h, representando a capacidade de fagocitose das células. Apds este
periodo os macrofagos foram lavados e incubados por mais 24h, representando a capacidade microbicida
das células. P <0,05; com **, quando P < 0,01; com *** quando P <0,001; com **** quando P <0,0001 e
com ns, quando P > 0,05. A analise estatistica foi realizada comparando os grupos do mutante Aerg6 com

os grupos da cepa selvagem H99.

4.3. 0O mutante Aerg6 estimula a producdo de citocinas e peroxido de

hidrogénio (H202), mas nao de 6xido nitrico (NO) in vitro

Para verificar se o mutante Aerg6 estimula os BMDM a secretarem citocinas ou
mediadores microbicidas, os fungos foram incubados com BMDM a 37°C por 24 horas. O
sobrenadante resultante desta interagdo foi utilizado para a dosagem de IL-1p, TNF-a, IL-6 ¢
Oxido Nitrico. Os BMDM também foram utilizados para a dosagem de Perdxido de
Hidrogénio. Foi possivel observar que o mutante Aerg6, assim como o selvagem, sdo capazes
de estimular a produgdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-1b. (Figura 8A e 8C).
Quando estimulados com o LPS, os BMDM infectados responderam como o grupo nao
infectado, demonstrando que a infeccdo ndo interferiu com a produgdo destas citocinas. Nao
observamos a producao de IL-6 (Figura 8B), nem pelo mutante e nem pela estimulagdo do
isolado selvagem. Com relagdo a produgdo de IL-1B, o mutante ndo induziu a produgdo
espontanea desta citocina € nem agiu como primeiro sinal, no entanto o mutante apresentou
producdo desta citocina quando ndo estimulados ou estimulados com nigericina. O fungo
selvagem induziu uma melhor producdo desta citocina, induzindo a produgao tanto de forma

espontdnea como agindo como primeiro ou segundo sinal. Com relagdo aos intermediarios
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reativos do oxigénio e nitrogénio, tanto o mutante como o selvagem nao induziram a produ¢ao

de NO pelos BMDM, e niveis baixos deste mediador foram observados quando as células
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Figura 8: Interagdo do mutante ERG6 com BMDM estimula produgdo de citocinas e perdxido de
hidrogénio, mas ndo a produgio de Oxido Nitrico. (A) Dosagem de Oxido Nitrico; TNF-a.; (B) Dosagem de
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IL-6; (C) Dosagem de IL-6; (D) Dosagem de IL-1B; (E) Dosagem de Peroxido de Hidrogénio. P <0,05; com
** quando P <0,01; com *** quando P < 0,001; com **** quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05.

A analise estatistica foi realizada comparando os grupos do mutante Aerg6 com os grupos da cepa selvagem

H99

foram estimuladas com LPS, confirmando a capacidade do fungo de detoxificar este mediador
(Figura 8D). A produ¢do de H202 foi observada com a incuba¢do dos BMDMs com os fungos,
e o tratamento de PMA ndo aumentou significativamente a sua produgdo. O estimulo de LPS
com o PMA aumentou a produ¢do de H202 de forma similar entre o mutante e o selvagem

(Figura 8E).

4.4. As vesiculas extracelulares intactas e lisadas do mutante Aerg6 estimulam
a producido de citocinas, 6xido nitrico (NO) e peréxido de hidrogénio

(H202)

Oliveira e colaboradores (2020) demonstraram que o mutante Aerg6 produz vesiculas
extracelulares, mesmo na auséncia de ergosterol. Para verificar se as EVs do mutante Aerg6
induzem a ativacdo de BMDM estas foram incubadas com os macréfagos a 37°C por 24 horas.
O sobrenadante resultante desta interagao foi utilizado para a dosagem de IL-1f3, TNF-a, IL-6

e Oxido Nitrico. Os macréfagos foram utilizados para a dosagem de Peréxido de Hidrogénio.

As EVs do mutante erg6A estimularam a produ¢do de NO e H202 nos mesmos niveis
que o selvagem. O contetdo das EVs do mutante apresentou um aumento da produgdo desta
citocina, porém em niveis menores do que quando estimuados com LPS. A estimulacdo com
LPS, mostra que o contetdo das vesiculas do mutante ndo tem capacidade de detoxificar a
producdo deste mecanismo microbicida (figura 10A e 10B). Em relagdo as citocinas, as EVs
estimularam a producdo de TNF-a em maiores niveis que o selvagem (Figura 11A). Nao
observamos diferengas entre os mutantes e a cepa selvagem na producdo de IL-6 (Figura 11B),
no entanto, as EVS das duas cepas induziram niveis elevados desta citocina. As EVs do mutante
sozinhos ndo estimularam a producdo de IL-1pB, mas ativam a sua produ¢do agindo como o
primeiro e segundo sinal, nos mesmos niveis da cepa selvagem (Figura 11C). Para avaliar os
componentes que estdo presentes dentro das EVs e se estimulam a resposta inflamatoria dos

BMDM, as EVs do mutante e do selvagem foram lisadas com SFB. As mesmas foram para
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interagdo com BMDM a 37°C por 24 horas. O grupo das EVs lisadas do ergbA sem LPS
estimulou a produgdo de IL-6 e TNF-o em maiores niveis do que as EVs lisadas da cepa
selvagem, como na producdo de IL-1B, as EVs de ergbA sem LPS e nigericina também

apresentou niveis maiores que o selvagem (Figura 11D).
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Figura 10: As EVs do Mutante ERG6 estimulam a producdo de 6xido Nitrico e Peroxido de Hidrogénio.
BMDM foram incubadas com EVs do fungo mutante e do selvagem, lisadas ou intactas por 24h. A seguir,
o sobrenadante foi utilizado para dosagem de NO e as células para a dosagem de H202. (A) Dosagem de
Oxido Nitrico; (B) Dosagem de Peroxido de Hidrogénio das EVs intactas e (C) das EVs lisadas. P <0,05;
com ** quando P <0,01; com *** quando P <0,001; com **** quando P <0,0001 e com ns, quando P >
0,05. A analise estatistica foi realizada comparando os grupos do mutante Aergb6 com os grupos da cepa

selvagem H99.
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Figura 11: As EVs lisadas e intactas do mutante ERG6 estimulam a produgao de citocinas. BMDM foram
incubadas com EVs do fungo mutante e do selvagem, lisadas ou intactas por 24h. A seguir, o sobrenadante
foi utilizado para dosagem das citocinas por Elisa. (A) Dosagem de TNF-a; (B) Dosagem de IL-6; (C)
Dosagem de IL-1b das EVs intactas e (D) das EVs lisadas. P <0,05; com **, quando P < 0,01; com ***,
quando P <0,001; com **** quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05. A analise estatistica foi realizada

comparando os grupos do mutante Aerg6 com os grupos da cepa selvagem H99.

Os dados demonstram que as EVs intactas entre as cepas selvagem e mutante estimulam
a resposta inflamatdria semelhante dos BMDM, mas as EVs lisadas do erg6A sdo capazes de
estimular uma resposta inflamatdria em niveis maiores que as da cepa selvagem. A hipotese €
que a auséncia do ergosterol mantém a estrutura externas das EVs semelhantes as cepas
selvagens, mas o contetdo interno demonstra ser diferente e pode ser explicado pela produgao
de outros tipos de moléculas de esterdis ou uma maior produgdo de fatores de viruléncia,

compensando a auséncia do ergosterol.
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4.5.Andlise da expressio de genes da resposta imune por RT-PCR REAL
TIME

Para avaliar se as EVs estimulam a resposta inflamatoéria dos BMDM, as EVs do
mutante e do selvagem foram lisadas com SFB. As mesmas foram para interagio com BMDM
a 37°C por 24 horas. O experimento também foi realizado com grupo de EVs intactas do
mutante e do selvagem. O RNA dos BMDM ap6s interagdo com EVs de C. neoformans

selvagem e de Aergb6 foi obtido e a expressdao dos genes foi avaliado por RT-PCR real time.

Os genes que foram analisados sua expressao foram IL-1B, IL-18, YM1, PTX3, INOS,
Arginase e Dectina-1. Apos a interacdo dos BMDMs com as EVs lisadas de C. neoformans
Aerg6, visualimos uma maior expressao dos genes IL-18, IL-1B ePTX3 em comparagdo a
interacdo dos BMDMs com as EVs lisadas de C. neoformans selvagem. No caso dos genes
YMI, Arginase, INOS e Dectina-1, a maior expressao foi no grupo das EVs da cepa selvagem.
Entretanto, a interagdo dos BMDMs com as EVs intactas de C. neoformans selvagem

demonstraram maior expressao de todos os genes avaliados do que a cepa mutante (Figura 12).

Esses resultados corroboram com os dados analisados da produgdo de citocinas e de
espécies reativas de oxigénio, demonstrando maior estimulacdo da resposta inflamatoria das
EVs intactas da cepa selvagem e das EVs lisadas da cepa mutante em BMDM. Dessa forma,
esses resultados sugerem que o conteudo interno das EVs do ergb6A podem ser diferentes da

cepa selvagem, o que pode ser explicado pela auséncia do ergosterol.

4.6 - Nanoparticulas com esterdis da via do ergosterol induzem a lise celular

dos BMDM

Koselny e colaboradores (2018) demonstraram que o ergosterol pode representar um
dos vérios estimulos especificos que levam a ativagdo do inflamassoma mediada por fungos.
Considerando estes achados realizamos os experimentos com ergosterol em lipossomas

interagindo com macrdfagos para avaliar a lise celular por piroptose e a liberacao de IL-1.

Como o mutante Aerg6 tem acumulos de outros esterois pela auséncia da enzima ERG®6,
como lanosterol e esqualeno (OLIVEIRA et al, 2020), foi realizado a interagdo de BMDM com
grupos de nanoparticulas lipidicas contendo lanosterol, ergosterol e esqualeno,

individualmente.
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Figura 12: Analise da expressdo de genes na interagdo de BMDM com as EVs de H99 e o mutante ERG6
por RT-PCR Real Time. BMDM foram incubadas com EVs do fungo mutante e do selvagem, lisadas ou
intactas por 24h. A seguir, tiveram os genes diferencialmente expressos analisados. Analise da expressdo
dos genes Arginase, Dectina-1, IL-1b, IL-18, iNOS, PTX3 e YMI. A andlise estatistica foi realizada

comparando os grupos do mutante Aerg6 com os grupos da cepa selvagem H99.

A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada utilizando-se a quantificagdo de LDH
(Figura 13), mas apenas as concentracdes com 6,25 e 125ug dos ester6is de membrana foram
utilizadas para realiza¢do do experimento, pois foram as tnicas com possibilidade de manter

os macrofagos viaveis para realizar a dosagem das citocinas.
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As nanoparticulas com ergosterol e lanosterol na concentragio de 12,5 ug causaram a
lise celular em maiores niveis que as nanoparticulas com esqualeno. Esses dados corroboram
com os resultados demonstrados por Koselny e colaboladores (2018), que o ergosterol causa a
morte celular por piroptose, assim como o lanosterol, que estd em maior concentracdo no

mutante Aergb6.

A dosagem das citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6 no sobrenadante da interagdo com os
BMDM demonstraram baixos niveis de estimulagdo em relagdo ao controle positivo. O grupo
de nanoparticulas com esqualeno 6,25ug foi o Unico a estimular a producao de IL-1p, mas
também em niveis abaixo do controle positivo. Esses dados demonstram que a lise celular
causada pelos lipideos de membrana impede a producdo de citocinas, pois causam a morte

celular dos macrofagos (Figura 14).
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Figura 13: Quantificagdo de LDH para avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas. As BMDM foram
incubadas com as nanoparticulas em diferentes concentragdes e a seguir o LDH foi quantificado conforme
descrito em material e métodos. P <0,05; com **, quando P <0,01; com *** quando P <0,001; com ****,
quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05. A analise estatistica foi realizada comparando os grupos dos

lipideos com o controle positivo (MO+DMSO).
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Figura 14: Os lipideos incorporados nas nanoparticulas sdo capazes de causar a morte celular dos BMDM,
porém ndo altera a produgdo de citocinas. BMDM foram incubadas com EVs do fungo mutante ¢ do
selvagem, lisadas ou intactas por 24h. A seguir, o sobrenadante foi utilizado para dosagem de citocinas e a
viabilidade celular por HDL. (A) Dosagem de LDH; (B) Dosagem de TNF-a; (C) Dosagem de IL-6; (D)
Dosagem de IL-1b. P <0,05; com **, quando P < 0,01; com ***, quando P < 0,001; com **** quando P
<0,0001 e com ns, quando P > 0,05 A analise estatistica foi realizada comparando os grupos dos lipideos

com o controle positivo.
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5. DISCUSSAO

A interagdo entre os fagocitos e os fungos ¢ um ponto importante nos mecanismos de
eliminacdo destes patdgenos do organismo do hospedeiro. Os mecanismos desenvolvidos
podem eliminar os fungos opsonizados ou ndo, através de mecanismos oxidativos € ndo
oxidativos. O sistema mieloperoxidase, dos neutrofilos, contribui significativamente para a
atividade antifingica contra C. neoformans, dado que camundongos nocauteados para
mieloperoxidase diminuiram drasticamente a sobrevida apo6s infec¢do criptocdcica
(ARATANI, 2006). Os mecanismos ndo oxidativos incluem mudangas estruturais induzidas
por catepsina-B e a ruptura da parede celular fingica em células dendriticas, enquanto
relataram em neutr6filos o uso de explosdo oxidativa quanto moléculas ndo oxidativas, como

calprotectina e defensinas (MAMBULA et al., 2000).

Nos macrofagos, a atividade microbicida depende da ativacdo dos macrofagos, na qual
as respostas do tipo Thl resultam na regulagdo positiva de ROS, espécies reativas de
nitrogénio, proteases e mediadores lipidicos, o que tornaria os macrofagos mais eficazes na
morte de patdogenos. A estimulacdo Thl também pode diminuir a atividade da hidrolase
fagossOmica para aumentar a apresentacao do complexo principal de histocompatibilidade e a
estimula¢do da imunidade adaptativa (TROST et al., 2012). No entanto, no caso de infec¢ao
por C. neoformans, mesmo a estimulacdo de macréfagos por IFN-y falhou em provocar uma
morte eficiente in vitro (LEVITZ, FARRELL, 2010). Portanto, a contribuicdo das defesas
oxidativas e ndo oxidativas dos macréfagos para o controle flngico permanece pouco

elucidada.

A hipdtese do cavalo de Troia consiste na disseminacdo do patdégeno dentro dos
macrofagos para entrada na barreira hematoencefalica. Nesse cenario, os macrofagos
funcionam como um cavalo de Troéia, carregando o fungo por todo o corpo e contribuindo para
a disseminacdo e o rompimento das barreiras epiteliais e endoteliais. Para o C. neoformans, um
mecanismo de cavalo de Troia para disseminagdo ¢ apoiado pela observacao de que a deplegao
de macrofagos alveolares impede a disseminagao para o cerebro (KECHICHIAN et al., 2007).
Da mesma forma, a inje¢do de macréfagos infectados ex vivo em camundongos resultou em
aumento da carga fungica cerebral (CHARLIER et al., 2009). No entanto, mecanismos
alternativos de invasdo do tecido cerebral sdo possiveis, como a entrada ativa de células
endoteliais, por um mecanismo transcelular (CHANG et al., 2004), e proteinas de C.

neoformans que contribuem para taxas diferenciais de infeccdo pulmonar/cérebro (HE et al.,
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2012). Por exemplo, os mutantes da fosfolipase B reduziram a viruléncia e a invasao do cérebro
(COX et al., 2001). Foi descoberto que a fosfolipase B interage com o citoesqueleto Racl do
hospedeiro para promover a invasao cerebral, apoiando a ideia de que C. neoformans pode usar
mecanismos transcelulares além do mecanismo do cavalo de Troia (MARUVADA et al.,

2012).

Durante a infecg¢do, a urease também ¢ necessaria para a invasdo cerebral. A urease
promove o sequestro de células criptocdcicas nos vasos microcapilares, e foi levantada a
hipotese de que a amdnia promove a adesdo de C. neoformans por aumentar a expressao de
adesinas no endotélio ou por um efeito toxico direto na integridade das juncdes apertadas da
barreira hematoencefacila que facilitaria a invasdo cerebral. De acordo, as proteinas necessarias

para a atividade da urease também sdo defeituosas na invasao cerebral (ZARAGOZA, 2019).

A mutagdo de genes que codificam enzimas que atuam na via do ergosterol ja foram
descritos para outros micro-organismos como os mutantes de ERG26 em S. cerevisiae
(GACHOTTE et al., 1998), de ERG27 em C. albicans, ERG24 em C. albicans (Jia et al., 2002).
Os mutantes de Aerg6 em C. lusitaniae, (YOUNG et al, 2003) apresentaram taxa de
crescimento reduzida e ndo atingiram a densidade optica da linhagem selvagem, sendo que as
células se apresentaram aumentadas e com grande quantidade de vactiolos. Vandeputte e
colaboradores (2007) demonstraram que um isolado clinico com mutacdo em Aergb em C.

glabrata apresentou taxa de crescimento reduzido, quando comparada a linhagem selvagem.

Foi observado em S. cerevisiae que o gene ERG6 limita a taxa de difusdo passiva
tornando-a mais lenta e provocando o acimulo de pequenas drogas lipofilicas pela membrana
sem afetar um transportador de drogas, o Pdr5 (EMTER et al., 2002). Em C. neoformans,
utilizando inibidores de Erg6, Nes et al., 2009 demonstraram que o fungo utiliza a enzima em
uma etapa enzimatica critica para o controle da sintese de ergosterol e sua auséncia provoca

reducdo no crescimento do fungo e acimulo de 4,4-dimetil esterois.

Estes dados se explicam pelas caracteristicas que parecem estar relacionadas a
permeabilidade e fluidez da membrana foram identificadas, tais como sensibilidade a estresse
osmotico e mudanga na susceptibilidade de diversas drogas antifingicas. A auséncia do gene
foi ainda capaz de afetar a sensibilidade ao estresse oxidativo e a capacidade do fungo em
crescer em meios contendo estressores da parede celular. Além disso, mutante Aergb6 em C.
neoformans apresentou sensibilidade térmica com o aumento da temperatura, o que pode ser

visto através de curvas de crescimento a trés temperaturas diferentes. Esses resultados indicam
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que a capacidade de sobrevivéncia do mutante € bastante afetada diante de alteracdes dos meios
extracelulares. A partir dessa informacdo, acredita-se que se uma droga com esse alvo
molecular for utilizada em um individuo infectado, o fungo terd sua capacidade de
sobrevivéncia no organismo do hospedeiro reduzida, j& que este apresenta defesas

imunoldgicas que também afetam o fungo mais pronunciadamente (OLIVEIRA et al., 2020).

Com uma curva de crescimento onde alteravam-se as temperaturas, conseguimos
observar que o fungo consegue sobreviver a 37°C, porém essa temperatura impede seu
crescimento. Tal fato foi relatado anteriormente, sobre a incapacidade do mutante de crescer a
essa temperatura (OLIVEIRA et al, 2020). Observamos também a sobrevivéncia apds o
estresse oxidativo liberado por células imunologicas apds a fagocitose, avaliada com a
contagem de col6nia apds a interagdo com BMDM, mas este apresentou menores
concentragdes do que a cepa selvagem, que pode ser explicado pela auséncia do Ergosterol,

por ser um protetor contra espécies reativas de oxigénio em fungos.

Esses dados corroboram com a apresentagao de varios fen6tipos alterados no mutante,
dentre eles a capacidade de crescer em altas temperaturas e na producao de fatores de viruléncia
alterada e suscetibilidade a altas concentragdes de H>O», dessa forma a reducdo da capacidade
de sobrevivéncia em macrofagos, pode ndo estar relacionada apenas a alteragdo da via do
ergosterol, mas na sua incapacidade de crescer em 37°C, além de alteracdo de outros fatores de
viruléncia, como por exemplo, aqueles observados nos testes de fosfolipase B um dos fatores

de viruléncia mais bem estudados em C. neoformans.(OLIVEIRA et al., 2020)
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6. CONCLUSAO

Apesar do mutante Aergb permanecer viavel a temperatura corporea do hospedeiro, mas
ndo proliferar, ¢ capaz de produzir vesiculas capazes de estimular um processo inflamatorio,
com participagdo especial dos componentes anteriores a sintese do ergosterol, com ativagao de

macrofagos que auxilie na sua disseminagao.

Os estudos futuros sobre o Ergosterol, a via de biossintese, as enzimas da via e sua
relagdo com a viruléncia, sobrevivéncia e resisténcia a antifingicos pode ser a chave para testar
novos antifingicos e terapias para o tratamento da criptococose e outras infec¢des fungicas
sisttmicas que sdo empecilhos para a satde dos humanos, principalmente

imunocomprometidos.
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