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RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica de significativa morbiletalidade caracterizada
por afecgBes do trato respiratorio e meningoencefalite. Diagnostica-se um milhdo de
casos novos dessa doenca por ano, 60% dos quais irdo morrer, a despeito das terapias
antifngicas atualmente empregadas. Cryptoccoccus neoformans e Cryptococcus gattii
sd0 0s agentes etiologicos da criptococose, tendo o segundo recebido notoriedade nas
ultimas décadas por causar surtos da doenca em regifes antes ndo endémicas. A
sintomatologia da criptococose € confundida com a de outras patologias pulmonares
mais comuns e, normalmente, é subdiagnosticada. Por conseguinte, o tratamento ao qual
0 paciente é submetido ndo raro € inadequado. Assim, tanto medidas preventivas quanto
0 desenvolvimento de métodos diagnosticos mais precisos sdo desejaveis para o
controle da criptococose. Recentemente nosso grupo mostrou que tanto a proteina
Hsp70 de C. gattii (gendtipo VGII) quanto peptideos dela derivados sdo alvos de
reconhecimento por anticorpos de pacientes com criptococose. Esse achado, que abre
possibilidades para o uso daquela proteina e\ou de seus peptideos como uma ferramenta
diagndstica, também suscitou uma importante pergunta biolégica: tais peptideos sdo
capazes de elicitar respostas de linfocitos T? No presente trabalho, investigamos essa
importante pergunta. Especificamente, avaliamos se células dendriticas humanas
estimuladas com peptideos sintéticos da Hsp70 de C. gattii (VGII) sdo capazes de
induzir proliferacdo de células T autélogas, e se tais linfocitos possuem fenotipo de
células T reguladoras (CD4* CD25%° Foxp3*). Para tanto, avaliamos a resposta
proliferativa de células T (marcadas com CFSE) direcionadas as células dendriticas
autologas previamente pulsadas com os peptideos sintéticos (H18, H21, H26 e pool) da
Hsp70 de C. gattii. Nossos resultados indicam que os peptideos H18 e H21,
isoladamente ou em pool, induzem proliferacdo de células T autdélogas e ativam
predominantemente linfocitos T que ndo expressam o fator de transcricdo Foxp3. Os
resultados apresentados neste estudo reforgcam nossos achados prévios proporcionando o
desenvolvimento de novas pesquisas utilizando esses peptideos como antigenos

promissores em imunodiagnéstico e/ou imunoterapia para a criptococose.

Palavras-Chave: Criptococose, células dendriticas, peptideos sintéticos, Hsp70,

Cryptococcus gattii, linfocitos T.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis of significant morbidity and mortality
characterized by disorders of the respiratory tract and meningoencephalitis. Diagnostic
up one million new cases of the disease each year, 60% of which will die, despite
antifungal therapies currently employed. Cryptoccoccus neoformans and Cryptococcus
gattii are the etiological agents of the cryptococcosis, the second received notoriety in
recent decades to cause outbreaks of the disease in regions previously not endemic. The
symptoms of cryptococcosis are confused with others common lung diseases and is
usually misdiagnosed. Therefore, the treatment to which the patient is subjected
becomes inadequate. Thus, both preventative measures and the development of more
accurate diagnostic methods are desirable for control of cryptococcosis. Recently our
group showed that both Hsp70 protein C. gattii (genotype VGII) as peptides derived
there from are recognized targets for cryptococcosis in patients with antibodies. This
finding, which opens possibilities for use of that protein and/or its peptides as a
diagnostic tool also elicited significant biological question, such peptides are able to
elicit responses of T lymphocytes? In this paper, we investigate this important question.
Specifically, we assessed whether human dendritic cells stimulated with the synthetic
peptides of the Hsp70 C. gattii (VGII) are able to induce proliferation of autologous T
cells, and lymphocytes such phenotype have regulatory T cells (CD4* CD25"9"
Foxp3*). Therefore, we evaluated the proliferative response of T cells (CFSE labeled)
directed to autologous dendritic cells previously pulsed with synthetic peptides (H18,
H21, H26 and pool) of Hsp70 C. gattii. Our results showed that the H18 and H21
peptides, alone or in pool, induces proliferation of autologous T cells and active
predominantly T-lymphocytes that do not express the transcription factor Foxp3. The
results of this study reinforce our previous findings encouraging the development of
new researches using these peptides as promising antigens for immunodiagnostic and/or

immunotherapy to cryptococcosis.

Keywords: Cryptococcosis, dendritic cells, synthetic peptides, Hsp70, Cryptococcus
gattii, T-lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sisttmica de significativa morbiletalidade que
afeta animais e humanos podendo causar, nestes, principalmente afeccdes do trato
respiratério e do sistema nervoso central (SPRINGER; CHATURVEDI, 2010; DEL
POETA; CASADEVALL, 2012). Os fungos encapsulados Cryptococcus neoformans
(gendtipo VNI-VNIV, VNB) e Cryptococcus gattii (gendtipo VGI-VGIV) sdo os
agentes etioldgicos predominantes da doenca (KURTZMAN et al., 2010).

Estas espécies se distinguem em relacdo ao habitat, distribuicdo geografica e
manifestaces clinicas (SPEED; DUNT, 1995; LIN; HEITMAN, 2006;
NGAMSKULRUNGROJ, 2012). C. neoformans tem distribuicdo mundial e afeta
principalmente individuos imunocomprometidos. Enquanto, C. gattii possui distribui¢do
localizada em regides tropicais e subtropicais, comportando-se como patdgeno primario,
capaz de infectar, sobretudo individuos sem qualquer evidéncia de imunodepressdo. C.
gattii ganhou destaque ao causar o surto de criptococose na Illha de Vancouver no
Canada e se difundir para o Noroeste dos Estados Unidos da América (EUA) (KIDD et
al., 2004; DATTA et al., 2009; GALANIS et al., 2010; HEITMAN et al., 2010). Este
surto evidenciou a adaptacdo de C. gattii a regides antes ndo referidas como endémicas,
expandindo-se rapidamente pelos diferentes continentes, sobretudo nos tropicos
(OKAMOTO et al., 2010; CARRICONDE et al., 2011).

Por ndo ser uma doenca de notificacdo obrigatéria, no Brasil a estimativa real
sobre sua incidéncia é limitada. Sabe-se que C. neoformans predomina nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais. Enquanto, C. gattii € endémico nas regides Norte e
Nordeste. Estudos clinico-epidemiol6gicos mostram a importancia da criptococose por
C. gattii em criangas e adultos jovens no Norte e Nordeste brasileiro (sobretudo o
gendtipo VGII), representando um terco dos pacientes internados com meningite, com
letalidade oscilando entre 35 a 50%. (CAVALCANTI 1998; SANTOS et al., 2008;
MARTINS. et al., 2011)

O contégio ocorre por meio da inalagdo de propagulos das espécies fungicas
supracitadas que se instalam nos pulmdes e podem evoluir para a doenca, dependendo

de fatores como a inter-relagdo com o ambiente, a resposta imune do hospedeiro e a



patogenicidade do fungo. Os mecanismos de resisténcia ou tolerancia a doenca se dao
pela interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e os fatores de viruléncia do
patdgeno (WOZNIAK; OLSZEWSKI; WORMLEY Jr, 2015). O hospedeiro se torna
suscetivel a criptococose quando as células da imunidade inata, como macréfagos
(GOLDMAN et al., 2001), ndo conseguem conter os patdgenos e quando ocorrem

falhas nas respostas de células T.

Além dos macrofagos, outras células (e moléculas) séo requeridas na defesa do
hospedeiro, dentre elas as células dendriticas (DC, do inglés dendritic cell). DC
exercem um papel expressivo na resposta imune, por funcionar como um elo entre a
imunidade inata e adaptativa, capturando e processando antigenos e apresentando
peptideos desses para os linfécitos T (STEINMAN; SWANSON J. 1995;
BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). A captura e processamento antigénico, que é
feito pela DC imaturas (iDC), deflagram nas mesmas vias de sinalizagdo que culminam
na sua maturacdo (mMDC). A maturacdo das DCs € condicdo necessaria para a eficiente
apresentacdo antigénica e ativacdo de linfocitos T. A apresentacdo de antigenos por
iDC, pode levar & anergia ou tolerancia imunolégica do antigeno por parte dos linfocitos
T.

Segundo Huston et al. (2013) C. gattii possui a habilidade de interferir na
maturacdo das DC e se evadir da resposta imune adaptativa protetora. Recentemente, foi
sugerido que a infeccdo por C. gattii restringe a resposta das células Th (células T
auxiliares, do inglés, helper) Th1/Th17 mediada por DC, por limitar a funcdo das DCs e
regular negativamente a expressdo de quimiocinas pulmonares essenciais na
diferenciacdo das células Thl. Assim, o individuo imunocompetente fica
impossibilitado de montar uma linha de defesa imunolégica efetora contra o fungo
(ANGKASEKWINAI et al., 2014).

C. neoformans e C. gattii expressam uma diversidade de fatores que determinam
sua patogenicidade, permitindo a disseminacdo nos tecidos e modulando o sistema
imune do hospedeiro (SABIITI; MAY, 2012). Um de tais fatores é a proteina de choque
térmico de 70 KDa (Hsp, do inglés, Heat shock proteins). As Hsps sdo chaperonas
intracelulares imunodominantes em condi¢cbes de estresse que se mantiveram
evolutivamente conservadas entre os eucariontes e procariontes (LINDQUIST; CRAIG,
1988; ELLIS; 1990; FEDER; HOFMANN, 1999). Apesar da conservacgéo evolutiva as



Hsps apresentam trechos variaveis, caracteristicos de taxons distintos que podem ser
alvos de reconhecimento imune (TOBIAN et al., 2004). Além disso, estudos sugerem
que Hsps podem elicitar respostas imunolégicas de auto-reatividade (RONQUIST 2006;
GULDEN et al., 2008). O fato é que as Hsps sdo moléculas imunodominantes em
condicbes de estresse e uma quantidade substancial de resposta imune a
microorganismos patogénicos € dirigida a peptideos derivados dessas proteinas
(BRANDAO et al., 2014). Um Estudo recente demonstrou que a Hsp70, homéloga a do
Cryptococcus, limita o controle da expansdo pulmonar de C. neoformans, restringindo
diretamente a resposta imune inata, por meio da polarizacdo de macréfagos M2
(EASTMAN et al., 2015).

Em trabalhos recentes nosso grupo mostrou que individuos imunocompetentes
com criptococose apresentam resposta imune humoral dirigida tanto a Hsp70 de C.
gattii (VGII), quanto a peptideos sintéticos dela derivados (MARTINS et al., 2013;
BRANDAO et al., 2014). Esses resultados sio promissores e nos instigam a investigar
se a Hsp70 de C. gattii é capaz de induzir também uma resposta imune celular. Além
disso, a avaliacdo da resposta de linfécitos T dirigida as células dendriticas pulsadas
com peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII), abre caminho para o
entendimento da resposta imune ao patégeno e no desenvolvimento de estratégias

diagnosticas e protetoras para criptococose.

Estudos como este sdo essenciais, principalmente em paises como o Brasil, onde
a criptococose nao € de notificacdo compulséria e que possui 0 agravante de ser
frequentemente confundida com outras patologias do sistema respiratorio. Estes dois
fatos concorrem para o subdiagndstico e para o diagndstico tardio da criptococose no
Brasil. Por conseguinte, tanto o paciente quanto o Sistema Unico de Saude (SUS) sio
prejudicados: (i) o paciente porque enfrenta longo tempo de internacdo com resultados
inadequados (ii) o SUS porque investe em tratamentos inadequados, por serem

normalmente terapias para outras doencgas pulmonares.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar, in vitro, a proliferagdo de linfécitos T humanos aut6logos frente a celulas
dendriticas pulsadas com peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de Cryptococcus
gattii (VGII).

2.2 Especificos

o Caracterizar imunofenotipicamente e funcionalmente células dendriticas
imaturas e maduras derivadas de mondcitos CD14* de voluntarios saudaveis;

o Determinar os indices de proliferacdo de linfécitos T cultivados com células
dendriticas em diferentes estdgios de maturacdo previamente pulsadas com
peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii;

o Determinar se os linfécitos T proliferados expressam o fator de transcri¢do
Foxp3, tido como marcados de linfécito T regulador.



3 REVISAO LITERARIA

3.1 Criptococose

Criptococose € uma importante micose sistémica, causada predominantemente
pelas espécies fungicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, que acomete
humanos e animais. A doenca pode afetar o trato respiratorio podendo se disseminar
para o sistema nervoso central (SNC), comportando-se como uma das infeccoes
fangicas de significativa morbiletalidade. Estima-se o diagnostico anual de um milh&o
de casos novos e uma taxa de mortalidade em torno de 60%, apesar das terapias
antifangicas atualmente vigentes (PARK et al., 2009; SPRINGER; CHATURVEDI,
2010; DEL POETA; CASADEVALL, 2012).

C. neoformans tem distribuicdo mundial, caracterizando-se como importante
causa de morbiletalidade em individuos imunocomprometidos, tais como (i) portadores
da infeccdo avancada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana/Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS) (ii) tratados com corticéide (iii) neoplasias e
(iv) que apresentam desordens linfoproliferativas ou foram transplantados. Em
contraste, infeccdes por C. gattii prevalecem em regides de clima tropical e subtropical
acometendo, predominantemente, individuos sem qualquer evidéncia de
imunodepressdo, comportando-se como patégeno primario (KWON-CHUNG;
VARMA, 2006; MORGAN et al., 2006). Nao obstante, C. gattii tem emergido em
paises de clima temperado, como no Canada, na ilha de Vancouver na Columbia
Britanica e Noroeste dos EUA (KIDD et al., 2004; SPRINGER; CHATURVEDI, 2010).
A criptococose tem sido estudada, principalmente, em aborigenes da Australia e Nova
Guiné, mas ocorre também em paises da Africa Central, sudeste da Asia, México,
Colémbia, Estados Unidos (Califérnia) e Brasil. C. gattii € endémico na Australia e na
Nova Guiné, onde a criptococose é relatada, sobretudo, em aborigenes (CHEN et al.,
2000).

O trato respiratério é a porta de entrada para o fungo por meio da inalacdo de
propagulos infectantes ou leveduras dessecadas. Observa-se, primeiramente, um quadro
pulmonar comumente regressivo caracterizando a fase primaria da infecgdo. Dessa fase,

a infeccdo pode se disseminar para outros 6rgaos por via hematogénica, apresentando



elevado tropismo para Sistema Nervoso Central (SNC), causando meningoencefalite
criptococica associada a elevada taxa de letalidade (CALVO et al., 2001; BIVANCO;
MACHADO; MARTINS, 2006).

3.2 Epidemiologia

Com o aparecimento do HIV/AIDS, a criptococose por C. neoformans se tornou
uma das principais doencas oportunistas (DROMER et al., 2004). Entre 1980 a 2002,
6% das infeccOes oportunistas em pacientes HIV soropositivos foram causadas por
aquele fungo. Estima-se que 5% a 13% dos pacientes HIV/AIDS desenvolvam a
doenca. No Brasil a taxa de letalidade é alta, de 45% a 65% em casos de meningite,
associada ou néo ao HIV/AIDS (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2010). Além
disso, C. neoformans pode afetar usuarios de imunossupressores, pessoas com doencas
linfoproliferativas, com neoplasias, lipus e outros distirbios que comprometem o
sistema imunoldgico (PERFECT; CASADEVALL, 2002; CHATURVEDI;
CHATURVEDI, 2011).

C. gattii tornou-se evidente em virtude do surto de criptococose no oeste do
Canada, Ilha de Vancouver, afetando tanto individuos aparentemente imunocompetentes
quanto animais. Esta espécie, endémica de regides subtropicais e tropicais, adaptou-se
facilmente ao clima temperado se disseminando para paises antes ndo reconhecidos
como endémicos (KIDD et al., 2004; 2007; OKAMOTO et al., 2010).

No periodo de 1999 a 2003 a incidéncia da infec¢do por C. gattii em Vancouver
foi de 37 casos por milhdo de habitantes por ano. Esta incidéncia é significativamente
maior do que aquela causada por C. gattii na Australia (0,94 casos por milhdo de
habitantes por ano), onde C. gattii é endémico (KIDD et al., 2004). Até 2010, 281 casos
de infeccbes em humanos, por C. gattii foram registrados na ColUmbia Britanica,
representando uma média de 23 casos por ano, demonstrando a mais alta incidéncia de
infeccdo por esse patdgeno ja reportada. No total, 70,8% dos casos de criptococose por
C. gattii (VGII) séo residentes da Ilha de Vancouver que foram infectados pela cepa
hipervirulenta R265 (BARTLETT et al., 2011).

Surtos de criptococose como o0 observado em Vancouver, demonstram que C.

gattii também pode se tornar endémico em regides temperadas, apresentando ampla



capacidade de adaptacdo a outros climas. Ha relatos de infec¢do autdctone por C. gattii
na Europa, Asia e Australia, evidenciando grande expansdo mundial dessa espécie
fungica (OKAMOTO et al., 2010; CARRICONDE et al., 2011).

De 2004 a 2010, aproximadamente 60 casos de infeccdo por C. gattii gendtipo
VGII em humanos foram registrados em quatro estados no Noroeste Pacifico dos EUA
(Washington, Oregon, California e ldaho). Destes, 46 ndo relataram viagem para
Columbia Britanica ou outras areas endémicas para o fungo, sugerindo que a infeccédo
ocorreu no local onde residem. O potencial de disperséo de linhagens de C. neoformans
e C. gattii capazes de infectar individuos imunocompetentes € motivo de preocupacéo, e
C. gattii é reconhecido como um patégeno emergente na América do Norte (BYRNES
etal., 2010; BYRNES; MARR, 2011).

No Brasil, a criptococose ndo é de notificacdo compulsoria, 0 que mascara a
verdadeira estimativa sobre sua incidéncia e prevaléncia. C. neoformans prevalece nas
regibes Sudeste, Centro-oeste e Sul. Enquanto, C. gattii € endémico no Norte e
Nordeste. Estudos clinico-epidemiolégicos mostram a importancia da criptococose
endémica por C. gattii em criangas e adultos jovens no Norte e Nordeste brasileiro,
representando um terco dos casos internados, com letalidade oscilando entre 35 a 50%.
(SANTOS et al., 2008; MARTINS et al., 2011). Relatos da literatura apontam uma
predilecdo pelos agentes da criptococose por individuos do género masculino
(FERNANDES et al., 2000; COLOM et al., 2001; SANTOS et al., 2008; MARTINS et
al., 2011; MORA et al., 2010 e 2012).

3.3 Os Agentes Etiologicos

O género Cryptococcus é conhecido ha cerca de um século e corresponde a 68
espécies distribuidas amplamente em habitats como solo, arvores, tocas de tatus,
cavernas, materiais em decomposicéo e excretas de aves (HAWKSWORTH et al., 2011;
HEITMAN et al., 2011; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; ENGELTHALER
et al., 2014). C. neoformans e C. gattii sdo consideradas leveduras ndo fermentadoras,
assimiladoras de inositol, produtoras de urease e reativas ao azul de diazénico B.
Atualmente C. neoformans e C. gattii sdo as Unicas espécies patogénicas do género,
entretanto, ja foi reportado que C. albidus, C. laurentii e C. curvatus possa ocasionar a
infeccdo em humanos (PFALLER et al., 2009).



Na fase anamorfa ou assexuada sdo leveduras haploides, globosas ou ovaladas,
com diametro de 2-8 um, possuem uma capsula espessa e reproduzem-se por
brotamento Gnico ou maltiplo (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004; LIN, 2009). A fase
sexuada ou teleomorfa, observada somente em laboratorio, ocorre por mating type
(fuséo de tipos sexuais opostos — MATa e MATa). Ha o surgimento de hifas
dicarioticas, caracterizando esta fase sexual. Com a unido dos nucleos seguidos de
divisbes meiodticas surge o basidio na ponta da hifa. Os quatro nucleos oriundos da
meiose permanecem no basidio. Enquanto isso, mitoses sucessivas dao origem a quatro
cadeias com cerca de 40 basidiésporos com mating type distintos, que serdo dispersos
no meio (FRASER et al., 2003; IDNURM et al., 2005).

Fraser et al. (2005) demonstraram que tanto C. neoformans quanto C. gattii se
reproduzem por frutificagdo monocariodtica, na auséncia de um tipo sexual oposto,
produzindo basididésporos de mesmo mating type. A descoberta da reproducdo sexuada
(Figura 1), além de ratificar um novo ciclo de vida, também, foi um progresso no

entendimento da viruléncia e filogenia das espécies do referido género (LIN, 2009).
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Figura 1. Ciclo reprodutivo de Cryptococcus. A reprodugio sexual ocorre pela fusio de duas

células de mating type opostos, MATa e MATa. Forma-se uma hifa dicaridtica ap6s a fusdo, que se sofre



divisdo meidtica, resultando em basididsporos com ambos mating type. Na frutificagdo monocariotica,
células de mating type iguais sofrem diploidizacdo, procedendo numa hifa monocariética diploide. Em
seguida, passa por meiose, derivando em basidiésporos de mesmo mating type. Ciclos reprodutivos que
liberam basidiésporos para 0 meio, estes, em circunstancias ambientais satisfatdrias, germinardo,
originando as leveduras. (IDNURM et al., 2005).

N&o obstante, no passado o agente etioldgico da criptococose fosse considerado
uma espécie anamorfica homogénea (C. neoformans), hoje as duas espécies, C.
neoformans (sorotipos A, D, e hibrido AD) e C. gattii (sorotipos B e C), por diferirem
genotipicamente, fenotipicamente, em epidemiologia, bem como na sua distribuicédo
geografica e ecologia foram separadas (PERFECT; CASADEVALL 2002 e 2010;
LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004; KWON CHUNG & VARMA 2006). Estudos
filogenéticos, empregando a técnica de multilocus Sequence Typing (MLST) dividiram
as duas espécies em nove genotipos distintos: C. neoformans var.grubii em VNI, VNII
e VNB; VNIII a um tipo hibrido sorotipo AD e VNIV a C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D); e os tipos moleculares VGI, VGII, VGIII e VGIV correspondem a C.
gattii (BOVERS et al., 2008; MEYER et al., 2009).

O gendtipo VGII foi subdividido em VGlla, VGIIb e VGlIc (Figura 2) (KIDD et
al., 2004; D'SOUZA et al., 2011). Os tipos moleculares VNI e VNII de C. neoformans
apresentam distribuicdo global, e sdo responsaveis por 95% das infeccGes criptocécicas
mundial e 98% em pacientes HIV/AIDS. O gen6tipo VGlla foi essencialmente isolado
em pacientes e fontes ambientais do surto em Vancouver em 1999 e na Costa Oeste do

Pacifico, denotando sua adaptacdo em regides temperadas (KIDD et al., 2004).
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Figura 2. Evolucdo Bioldgica de C. neoformans e C. gattii. Fungos patogénicos que
divergiram de um mesmo ancestral ha mais de 37 e 18.5 milhdes de anos, respectivamente. Duas espécies

que se dividem em cinco sorotipos e nove tipos moleculares (Figura adaptada de LIN; HEITMAN, 2006).

Estudos clinico-epidemioldgicos realizados no Brasil apontaram que, do mesmo
modo que na Ameérica Latina, ha elevada incidéncia do tipo molecular VGII nas regides
Norte e Nordeste. O subgrupo VGlla tem apresentado alta diversidade genética, sendo
isolado de casos clinicos e fontes ambientais distintas (PAPPALARDO; MELHEM,
2003; IGREJA et al., 2004; TRILLES et al., 2008 e 2011).

3.4 Imunopatogénese

A Criptococose tem inicio quando o hospedeiro entra em contato com as
leveduras desidratadas do ambiente ou por meio da inalacdo de propagulos infecciosos.
A levedura C. neoformans e C gattii é um patdgeno intracelular que interage com o
sistema imunoldgico humano, sendo capaz de instituir a infeccdo. As particulas
infecciosas se instalam nos alvéolos pulmonares do hospedeiro, mas podem se
disseminar para 6rgdos, como: pele, rins, prostata, 0ssos e SNC (VELAGAPUDI et al.,
2009; SABIITI; MAY, 2012; KROCKENBERGER et al., 2010). Quando had a
contaminacdo, a patogénese € delimitada por trés fatores basilares: o status imunol6gico
do hospedeiro, a viruléncia da cepa e a dimensdo do indculo. Na criptococose 0 que
determinaré a resisténcia ou suscetibilidade da doenca sdo as interagdes entre a resposta
imune do hospedeiro e os fatores de viruléncia do patégeno (WOZNIAK;
OLSZEWSKI; WORMLEY, 2015). O conhecimento sobre a manifestacdo clinica da
doenca baseado na relevancia individual desses fatores ainda ndo foi esclarecido,
porém, em conjunto, os referidos fatores definirdo a apresentacdo final da criptococose
(PERFECT; CASADEVALL, 2010; BRATTON et al., 2013).

Nos alvéolos pulmonares, as leveduras entram em contato com os macrofagos
locais e células dendriticas, sendo fagocitadas. Ha& também, o recrutamento de outras
células inflamatdrias com a producéo de citocinas ou quimiocinas, incidindo na etapa
inicial para que seja deflagrada a resposta Th1l. Entdo, uma das trés vias pode ocorrer:
(i) em individuos com sistema imune deprimido ocorre propagac¢do da levedura o que
leva a doenca pulmonar diferenciada por ndédulos pulmonares e/ou inflamagéo, que se

alastra com maior frequéncia para o SNC; (ii) a infecgdo pode ndo se desenvolver com a
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completa supressdo do patogeno frente a uma resposta imune eficaz ou; (iii) doenga
assintomatica, ficando o fungo latente nos linfonodos pulmonares, ativando a infeccéo
quando h& deplecdo do sistema imune (MORETTI et al., 2008; KRONSTAD et al.,
2011; SABIITI; MAY, 2012).

Os macrofagos alveolares constituem a primeira defesa contra o patdgeno
(GOLDMAN et al.,, 2001). O processo de fagocitose forma os granulomas
(criptococomas), que contém células fungicas. A formacédo dos granulomas é importante
para suprimir a disseminagdo extrapulmonar, culminando em uma resposta as células
Th1, com producdo de citocinas como, fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon-y
(INF-y) e interleucina-2 (IL-2) (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). No
entanto os mesmos macrofagos também contribuem para a propagacdo da infeccao,
como mostrado para a disseminacao de leveduras para o cérebro de ratos, pelos mesmos

autores acima citados.

O fungo pode transpor a barreira hematoencefalica (BHE) e se difundir no SNC
resultando na meningoencefalite, manifestacdo critica e muito comum em criptococose.
O neurotropismo é motivo de inUmeras especulacfes. Ha trés hipdteses que tentam
elucidar o mecanismo usado por C. neoformans e C. gattii para atravessar a BHE: a
transcitose, o0 mecanismo “Cavalo de Troia” e a transferéncia paracelular (CHANG et
al., 2004; CHARLIER et al., 2009; CASADEVALL, 2010). Na hipt6tese do mecanismo
“Cavalo de Troia”, muito estudada, a levedura é transportada por células fagociticas e
assim, o fungo cruza a BHE no interior dos fagossomos sem haver exposi¢ao ao sistema
imune (KRONSTAD et al., 2011; TSENG et al., 2015).

O mecanismo usado pelo C. gattii utiliza para se evadir da resposta imune e se
difundir para o SNC ainda ndo estd claro (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012).
Porém, é possivel que a sintese de melanina, por meio da enzima lacase, no cérebro
contribua para o processo. Sabe-se que existe L-DOPA e dopamina em niveis elevados
no cérebro e que essas moléculas se ligam a uma enzima chamada lacase para sintetizar
a melanina, proteina fundamental para a sobrevida do fungo. Achado este, que tem
contribuido para sustentar a propensdo de C. neoformans infectar o sistema nervoso
central (HOGAN, KLEIN; LEVITZ, 1996).
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Diante da significancia da criptococose, a imunidade celular € uma via de defesa
do hospedeiro fundamental na erradicagéo do fungo. No entanto, alguns fatores como, o
tipo de célula ativada, o grau de ativacdo no hospedeiro e a concentracdo de células no
sitio da infeccdo, estdo associados a eficicia da resposta imune. Um estudo com
individuos HIV/AIDS ratifica o risco aumentado da infeccdo quando h& elevada
deplecdo de linfocitos T CD4 (PONGSAI; ATAMASIRIKUL; SUNGKANUPARPH,
2010).

3.5 Fatores Relacionados a Viruléncia

C. neoformans e C. gattii, no decorrer de sua historia evolutiva, desenvolveram
distintas estratégias para assegurar a sua sobrevivéncia e replicacdo no hospedeiro.
Dentre tais estratégias figura a habilidade de modulacdo da resposta imune. Ambos 0s
fungos sdo capazes de expressar fatores que permitem a disseminacdo nos tecidos, além
de fontes nutricionais e maquinaria que permite a fuga e agressdo ao sistema imune do
hospedeiro, determinando assim, sua patogenicidade (SABIITI; MAY, 2012). Alguns
dos principais determinantes de viruléncia s&o: reproducao por mating type, producéo de
melanina, sintese de enzimas, capsula polissacaridica e a termotolerancia a 37° C (LI;
MODY, 2010).

3.5.1 Mating Type

O mating type (MAT) se distingue por um I6cus com dois alelos alternativos, o
MATa e o0 MATa, ¢ ambos os patégenos C. neoformans e C. gattii 0 possuem. A
reproducdo sexuada desses fungos se da pelo cruzamento entre isolados com tipos
opostos. Estudos utilizando técnicas de Biologia Molecular concluiram que MATa tem
aproximadamente 120 kb e MATa cerca de 100 kb de tamanho, ambos contem cerca de
20 genes (KAROS et al., 2000; LENGELER et al., 2002; MCCLELLAND et al., 2004).
Soma-se a isso, o predominio de cepas do tipo o no ambiente (FRASER et al., 2003)
sendo essas também, mais virulentas quando comparadas ao MATa (BARCHIESE et
al., 2005; NIELSEN et al., 2005).

Apesar das pesquisas sobre o l6cus Mating, que permitiu maior compreensao da
epidemiologia desses fungos, identificando a predominancia do tipo a, e sua relagdo

com a viruléncia dos mesmos, ha muito a ser estudado, em especial, 0 modo como o0s
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genes do referido l6cus desempenha sua funcdo essencialmente (CHATURVEDI et al.,
2002).

3.5.2 Producéo de Melanina

As melaninas sdo macromoléculas hidrofobicas de elevado peso moleculares, que
apresentam tonalidade preta ou marrom, e resultam da polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos e/ou indélicos. E sintetizada pela acdo da enzima lacase, codificada
por dois genes: LAC1 e LAC2 (WILLIAMSON; WAKAMATSU; ITO, 1998). Como a
sintese de melanina esta associada a viruléncia de muitos microorganismos patogénicos,
sdo bastante estudadas (GARCIA- RIVERA; CASADEVALL, 2001; PRATES et al.,
2013).

Por apresentar propriedades antioxidantes, acredita-se que a melanina protege o
fungo da morte oxidativa por fagdcitos durante a infeccdo (SABIITI; MAY, 2012).
Outras func@es protetivas da melanina ja reportadas sdo: integridade da parede celular,
interferéncia com a resposta imune celular e fagocitose mediada por anticorpos, além de
conferir protecdo celular a mudancas criticas de temperatura e antifingicos (PERFECT,
2010). Ceélulas melanizadas mostraram-se resistentes a farmacos oxidantes e
antifangicos como Anfotericina B e Caspofungina (VAN DUIN; CASADEVALL;
NOSANCHUK, 2002; SABIITI; MAY, 2012).

Uma vertente que elucida ao menos em parte o neurotropismo de C. neoformans e
C. gattii pelo SNC € a capacidade de conversdo das catecolaminas norepinefrina e
dopamina para sintese de melanina. Essa hipdtese é amparada pelo fato de que regides
cerebrais ricas nesses neurotransmissores tém maior propensdo a infeccdo durante a
meningoencefalite criptocdcica (CASADEVALL et al.,, 2000; STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003). E importante frisar que o gene codante de lacase, LACI,
apresenta diversidade quando se compara C. neoformans e C. gattii. Se essa variedade
tem ligacdo com a viruléncia de C. gattii ainda precisa ser elucidado (TANAKA et al.,
2005).

3.5.3 Sintese de Enzimas

Uma variedade de enzimas produzidas por C. neoformans e C. gattii, e que

contribuem para suas viruléncias, comprometem a integridade da célula hospedeira por
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degradar as membranas, o que potencializa a dispersdo do fungo até o SNC (SABIITI;
MAY, 2012). Dentre essas enzimas, estdo as fosfolipases, que dependendo do sitio
hidrolitico nas ligacdes éster fosfolipidicas, comp&em cinco classes (Al, A2, B, C e D).
As fosfolipases B e C estdo associadas a viruléncia de C. neoformans e C. gattii (COX
et al., 2001; SIAFAKAS et al., 2006). A fosfolipase B amplia a adesdo as células do
epitélio pulmonar, a fagocitose por macrdfagos e a sobrevivéncia intracelular,
contribuindo também, para aumentar a penetracdo da barreira hematoencefalica
(GHANNOUM, 2000; SANTANGELO et al., 2004). As fosfolipases exercem uma acao
efetiva na evasdo do patdgeno a resposta imune do hospedeiro, na destruicdo de tecido
pulmonar e os protegem dos macréfagos. Noverr e colaboradores (2003) sugeriram que
este ultimo fato pode estar associado a producdo de eicosanoides pelo fungo e assim, a

modulacdo negativa da funcdo dos macrofagos.

As proteases correspondem a uma familia de enzimas com acdo proteolitica,
capazes de catalisar a clivagem de ligacbes peptidicas, digerindo proteinas a peptideos
ou aminoacidos livres. Sdo fatores de viruléncia para patdgenos como bactérias,
protozoarios e fungos, uma vez que possuem a habilidade de: (i) degradar proteinas da
membrana celular do hospedeiro e (ii) inativar proteinas importantes do sistema
imunoldgico (como proteinas do complemento). Dito de outra forma, as proteases
permitem ao patdgeno invadir e sobreviver em tecidos do hospedeiro (RUMA-
HAYNES; BROWNLEE; SORRELL, 2000; CASADEVALL; PERFECT, 2011).
Juntas, proteases e fosfolipases lesam a membrana fagossomal dos macréfagos,
permitindo que C. neoformans resista a morte pelas enzimas fagociticas, além de
promover a replicacdo dos mesmos quando fagocitados pelos macréfagos (TUCKER,;
CASADEVALL, 2002).

As ureases também contribuem para viruléncia de C. neoformans e C. gattii. Estas
sdo metaloproteinas que catalisam a hidrolise de uréia em amdnia e carbamato, 0 que
aumenta tanto a disponibilidade de nitrogénio quanto o pH do meio. Acredita-se que a
urease criptocdcica é requerida durante a difusdo de C. neoformans no SNC, e que
promova a captacdo microvascular da levedura para o cérebro (OLSZEWSKI et al.,
2004). Em modelo murino, Osterholzer et al. (2009) mostraram que cepa de C.
neoformans deficiente em urease apresenta menos DCs imaturas no LALN (do inglés,

lung-associated lymph nodes) quando comparado a cepa do tipo selvagem,
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corroborando a hipdtese de que a urease contribui para inducdo do desenvolvimento da
imunidade néo-protetora por interferir na maturagdo das DCs na criptococose pulmonar

por C. neoformans.

3.5.4 Presenca da Capsula Polissacaridica

A cépsula polissacaridica que recobre os microorganismos possui importancia
efetiva para a sobrevivéncia destes. Além de apresentar outras funcdes, a capsula
fornece protecdo ao interagir com o meio e resistir as diversas condi¢6es hostis a célula,
como a desidratacdo. Um fato interessante quando relacionamos todas as micoses
sistémicas com C. neoformans e C. gattii é a distinta morfologia da capsula, sendo
particular nesses fungos (RODRIGUES; CASADEVALL; ZARAGOZA, 2011). Em C.
neoformans e C. gattii a cipsula é uma estrutura extracelular composta por dois
polissacarideos: cerca de 90% de glucoronoxilomanana (GXM); galactoxilomanana
(GalXM) e manoproteinas (MP), que se ligam a glicanos ricos em manose (ZARAGOZA
et al., 2005, 2009; DE JESUS et al., 2010; GARCIA-RODAS et al., 2014).

A sintese da cépsula em C. neoformans e C. gattii € tida como o fator
predominante de viruléncia, pois atribui aos patdgenos propriedades anti-fagociticas,
além de associar-se na regulacdo de resposta imune do hospedeiro (ZARAGOZA et al.,
2009). No género Cryptococcus, o tamanho da cépsula é variavel, sendo o habitat um
dos fatores que contribui para a dimensdo capsular (ZARAGOZA et al., 2005). Ha
evidéncias indicando que cepas criptocdcicas pouco capsuladas ou acapsulares sdo
menos virulentas, e linhagens com céapsulas muito espessas sdao altamente virulentas,
sendo menos fagocitadas pelos macréfagos (ALSPAUGH; PERFECT; HEITMAN,
1998; ZARAGOZA et al., 2009). Além de proteger o fungo do estresse oxidativo
guando fagocitado, a capsula é uma barreira antifagocitica que: (a) inativa o
complemento, (b) inibe producdo de anticorpos, (c) altera a secrecdo de citocinas e
apresentacdo de antigenos, deixando o microambiente envolto da levedura muito
propicio para sua dispersao (MONARI et al., 2008; ZARAGOZA; CASADEVALL,
2004; ZARAGOZA et al., 2008).

N&o obstante, a capsula de C. neoformans ainda atua negativamente nas celulas
dendriticas, influenciando no padrdo de expressdo génica e moléculas requeridas na

ativacdo de celulas T. Ao inibir a maturacdo das DCs e expressdo de receptores de
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superficie, proteinas de membrana e citocinas como, 1L2, 1L12, IL 1a, IL1p, IL6, IL10,
TNFa, inativando genes criticos no processamento ¢ apresentacdo antigénica, bem
como no ciclo celular ou apoptose (LUPO et al., 2008; VECCHIARELLI et al., 2003;
2013).

3.5.5 Fungos Termotolerantes a 37°C

Quase todos os fungos nocivos aos mamiferos sdo termotolerantes e crescem bem
no hospedeiro a temperatura de 37° C. C. neoformans e C.gattii sdo as unicas espécies
do género Cryptococcus que se desenvolvem a 37° C. Segundo Perfect (2006) ha uma
multiplicidade génica relacionada a termotolerancia das referidas espécies. Em C.

neoformans esses genes associam-se a diversos processos bioldgicos.

Rosa e Silva et al. (2008) avaliaram a expressdo génica diferenciada por C.
neoformans na temperatura corpérea humana, e identificaram produtos génicos
associados a habilidade de proliferacdo a 37° C, um fator de viruléncia significativo. Da
diversidade génica regulada pela temperatura, estd o gene CNALl codante da
calcineurina A indispensavel na integridade celular em leveduras e resposta ao estresse
(ODOM et al., 1997).

Ainda que C. gattii seja mais virulento e apresente a capacidade de sobrevida a
37° C, ndo se desenvolve bem nesta temperatura, apresentando temperatura 6tima em
torno de 35° C (HAMILTON e HOLDON, 1997; RIPPON, 1988). Ha diferencas
também entre as linhagens de C. neoformans, sendo o gendtipo VNIV é mais sensivel a
temperaturas elevadas quando comparado ao gendtipo VNI. Um estudo sugeriu que essa
menor susceptibilidade a altas temperaturas pode estar relacionada a maior prevaléncia
de isolados de C. neoformans (VNIV) em regides temperadas (MARTINEZ; GARCIA-
RIVERA; CASADEVALL, 2001).

3.6 Resposta Imune

Os efeitos da criptococose estdo diretamente vinculados a interacdo entre a
resposta imune do hospedeiro e os fatores de viruléncia do patégeno (WOZNIAK;
OLSZEWSKI; WORMLEY Jr., 2015). Uma infinidade de células e citocinas compdem
a defesa do hospedeiro. A suscetibilidade a criptococose surge por falha na resposta

imune adaptativa, essencialmente respostas de celulas T. Porém, mesmo nessas
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condicBes, os macrdfagos alveolares desempenham funcéo essencial na fagocitose do
patdégeno e modulam uma resposta imune adequada, por meio da secrec¢do de citocinas,
recrutamento de outras células de defesa e apresentacdo de antigenos (GOLDMAN et
al., 2001).

As células T CD4* desempenham fungdo central na erradicacdo da doenca.
Dependendo do estimulo, estas células podem se diferenciar em linfocitos T auxiliares
(Th, do inglés T helper) com perfil inflamatério (linfocitos Thl e Th17) ou com perfil
regulador (Th2). Células Thlsdo as produtoras classicas de IFN-y; células Th2
sintetizam IL-4, IL-5 e I1L-13; e células Th17 produzem IL-17 e IL17F (PAPPU et al.,
2008; WOZNIAK et al., 2011). Uma vez ativadas, as células T CD4* auxiliam
linfécitos B, macrofagos e células T CD8* a desempenharem as suas funcdes
(LUCKHEERAM et al., 2012). A ativacdo das células T CD4, no entanto, depende da
apresentacdo de antigenos previamente capturados, processados e apresentados pelas
células apresentadoras de antigenos (APC), no contexto de moléculas MHC (Complexo
de Histocompatibilidade Principal, do inglés major Histocompatibility Complex). As
DCs, que juntamente com macrofagos e linfécitos B constituem o grupo das APCs, sdo
capazes de fagocitar C. neoformans opsoniza com anticorpos ou proteinas do sistema
complemento. De fato, quando comparadas a macréfagos alveolares, DCs sdao mais
eficientes na apresentacdo de antigenos de C. neoformans para linfécitos T (SYME et
al., 2002).

CDs existem em dois estagios de maturacdo distintos: imaturo (iDC) e maduro
(mDC). iDCs sdo eficientes na captura e processamento, mas ndo na apresentacdo do
antigeno para LT. mDCs, por outro lado, sdo eficientes apresentadoras, mas néo
possuem a capacidade de capturar e processar antigenos. Assim, a captura € 0
processamento de antigenos iDCs, juntamente com outros estimulos, deflagram a
maturacdo das DCs (EASTMAN; OSTERHOLZER; OLSZEWSKI., 2015). Huston et
al. (2013) sugeriram que C. gattii possui a capacidade de inibir a maturagdo das DCs,
evadindo-se, assim, da resposta imune adaptativa protetora. Um estudo recente mostrou
que a infeccdo por C. gattii limita a resposta Th1/Th17 mediada por DC, por restringir a
funcdo dessas celulas e regular negativamente a expressdo de quimiocinas pulmonares

requeridas na diferenciagdo das células Thl. Dessa forma, o hospedeiro é incapaz de
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modular a defesa imunoldgica funcional contra o fungo (ANGKASEKWINALI et al.,
2014).

A cépsula polissacaridica de C. neoformans € capaz de ativar as proteinas do
sistema complemento tanto pela via alternativa quanto pela via classica (HARDISON et
al., 2010.). A ativacdo do sistema complemento resulta na opsonizagdo do patdgeno,
que promove a sua fagocitose, ao tempo em que induz resposta inflamatdria
(BRUMMER; STEVENS, 1994; SCHOP, 2007; MERSHON et al., 2009; WOZNIAK
et al., 2011). Estudos mostram que camundongos infectados por C. gattii apesar de
possuir a capacidade restrita de ativar a via alternativa do complemento, o acionamento
da cascata por outras vias é essencial na infeccdo, pois o C3 pode se ligar ao
componente capsular GXM e retardar o processo infeccioso (BRUMMER; STEVENS,
1994; MERSHON et al., 2009; WOZNIAK et al., 2011). Além do complemento, a
imunidade celular humoral dependente de células B atua na infeccdo criptocdcica.
Hardison et al. (2010) demonstraram, em modelo murino, que células B sao
predominantes no processo inflamatério pulmonar em resposta a infeccdo por C.

neoformans.

3.7 Células Dendriticas

Desde sua descoberta na década de 1970 as DCs tém sido objeto de
investigagdo por varios grupos de pesquisadores (STEINMAN, 2007). Inicialmente, tais
estudos eram muito limitados devido ao baixo nimero de DCs circulantes do sangue. O
advento do desenvolvimento de métodos de diferenciacdo de DCs, in vitro, possibilitou
muitas descobertas de suas propriedades bioldgicas e moleculares foram realizadas
(CAUX et al.,, 1992; INABA et al., 1994, ROMANI, GRUNER et al., 1994;
STEINMAN, 2007).

As DCs sdo populacdes celulares heterogéneas, unicas na ativacdo de células T
por meio da captura, processamento e apresentacdo de antigenos (STEINMAN;
SWANSON, 1995; MORRIS et al., 1994; PFEIFER et al., 1993). A morfologia
ramificada dessas células é de extrema importancia, pois aumenta a superficie de
contato dessas células, otimizando ndo s6 a captura de antigenos como também a
apresentacdo destes para os linfocitos T. Esta caracteristica, aliada ao fato de que as

DCs estdo estrategicamente dispostas nos principais sitios de entrada de antigenos no
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organismo, tornam-nas um elo entre a imunidade inata e adaptativa. Esse atributo das
DCs tem atraido a atencdo de pesquisadores que vislumbram o desenvolvimento de
protocolos experimentais utilizando tais células, ndo s6 para o tratamento de doencas
malignas e infecciosas, mas também para a producdo de vacinas (PALUCKA,;
BANCHEREAU, 2013).

Ha a possibilidade de inducdo da maturacdo das DCs in vitro com 0 uso de
citocinas, como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) ou LPS de Escherichia coli. Ja
DCs imaturas podem ser geradas a partir de células progenitoras da medula Gssea
quando estimuladas com GM-CSF e IL-4 (PALUCKA; BANCHEREAU, 1999).
Dependendo do protocolo de diferenciacdo utilizado é possivel a geracao, in vitro, de
DCs com caracteristicas notavelmente distintas, tais como: indutoras de imunidade ou
indutoras de toleréncia, dependendo dos precursores e dos meios utilizados para
diferencid-las (INOHARA; NUNEZ, 2003; O'NEILL, 2004; JONULEIT; SCHMITT,
2003). Cabe lembrar que em condicdes fisiologicas, a captura de antigenos pela DC
pode ocorrer: (i) na presenca de estimulos, o que resulta na maturacdo das mesmas e
inducdo da resposta imune ativa contra aquele antigeno (INOHARA; NUNEZ, 2003;
O NEILL, 2004); (ii) na auséncia de estimulos, o que resulta na indugdo de respostas
tolerogénicas pelos linfocitos T (JONULEIT; SCHMITT, 2003).

Os multiplos fatores associados a polarizagdo da resposta imune induzida pelas
células dendriticas sdo: o estagio de maturacdo da DC; os diferentes subtipos de DCs; a
natureza do antigeno apresentado, bem como as citocinas presentes no meio (VIEIRA,
2000; LWASAKI; KELSALL, 2001; MANICKASINGHAM et al., 2003; JONULEIT,;
SCHMITT, 2003; O'NEILL, 2004; WALLET; SEN; TISCH, 2005). As DCs em seus
estagios de maturacdo, além de diferirem quanto a expressdo de moléculas MHC e
coestimuladoras, também secretam perfis diferenciados de citocinas. Enquanto iDCs
parecem secretar 1L-10 e ndo produzir IL-12 (um perfil predominantemente regulador),
mDCs produzem niveis elevados de IL-12 e TNF-a, mas ndo secretam IL-10 (um perfil
predominantemente inflamatério). E importante salientar a existéncia de DCs ditas
semi-maduras, que apresentam um perfil anti-inflamatério intermediario (RUTELLA,
LEMOLLI, 2004).

Teoricamente, DC completamente maduras podem ser usadas para inducdo de

imunidade, ao passo que DC imaturas podem ser usadas para o tratamento de doencas
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autoimunes, neoplasias e AIDS bem como em protocolos de inducgdo de tolerancia a
alotransplantes (BORGES et al., 2010, 2013; ELENI-KYRIAKI et al., 2014; YVES
LEVY etal., 2014).

A inducdo de respostas tolerogénicas por iDC pode envolver pelos menos trés
mecanismos distintos: (i) apoptose de células T efetoras reativas (RODIG et al., 2003;
SUH. et al., 2003); (ii) inducdo de células T reguladoras (JONULEIT et al., 2000) e (iii)
apresentacdo do antigeno na auséncia de co-estimulacdo 6tima (INABA et al., 1994).
Esta visdo, entretanto, tem sido provocada pela ideia de que diferentes subgrupos de DC
regulam a imunidade versus tolerancia, e que DCs fenotipicamente maduras também
podem induzir tolerancia de células T, especialmente células T CD8* (SHORTMAN;
HEATH, 2001; SAUTER et al., 2000; VREMEC; SHORTMAN, 1997).

Os mecanismos pelos quais as DCs induzem tolerancia no contexto de auto-
reatividade patoldgica e da rejeicdo de alotransplante, ainda sdo objeto de intensa
investigacdo. Um numero crescente de pesquisadores acredita que a inducéo de células
T reguladoras produtoras de IL-10 e TGF-B seja um dos principais mecanismos
envolvidos na regulacdo negativa da resposta imune inflamatéria (MOTTA et al., 2007).
No entanto, é possivel que outros fatores presentes nos enxertos ou produzidos por
microrganismos também contribuam significativamente para a sustentacdo de tal
processo. Nesse contexto, as proteinas de choque térmico (Hsp) apresentam-se como

boa ferramenta.

3.8 Proteina de choque térmico (Hsp) — Hsp70

Descobertas na década de 1960 em cromossomos politénicos de glandula salivar
da mosca de fruta e agrupadas em familias de acordo com o seu peso molecular
aproximado em kilodalton (kDa), as Hsps sdo chaperonas intracelulares que se
mantiveram altamente conservadas ao longo da evolugdo (DE MAIO et al., 2012;
FEDER e HOFMANN, 1999; ELLIS, 1990; LINDQUIST; CRAIG, 1988). Uma das
principais caracteristicas dessas proteinas é o grau elevado de homologia de sequéncia
entre Hsps de familias equivalentes, derivadas de eucariotos e procariotos, sugerindo
um alto nivel de conservagdo funcional. Este conceito, no entanto, & questionado por
resultados de diferentes estudos, todos os quais indicam que Hsp de uma mesma

familia, porem de espécies distintas, podem realizar fun¢bes notavelmente distintas
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(EASTMAN et al., 2015; SILVEIRA et al., 2013; MOTTA et al., 2007; KOL et al.,
2000).

As Hsps sdo proteinas de “stress” conhecidas como proteinas de choque térmico,
como as Hsp60 e Hsp70, que tém se mostrado antigenos significativos no
direcionamento da resposta imune em humanos (COHEN; YOUNG, 1991). Proteinas
de estresse em geral tém sido previamente identificadas como antigenos
imunodominantes em condicdes inflamatorias, e uma infinidade de resposta imune a
patdégenos é direcionada a peptideos delas derivados (VAN EDEN et al., 1989;
BRANDAO et al., 2014). Nas Gltimas duas décadas, entretanto, os imunologistas
descobriram o potencial imunorregulador dessas proteinas e estudos recentes utilizando
Hsp70 tém focado em sua capacidade de modular a resposta imune (BORGES et al.,
2010; 2013; SILVEIRA et al., 2013).

Devido a similaridade filogenética entre Hsps de microorganismos e mamiferos,
hd grande probabilidade de que o reconhecimento cruzado entre epitopos destas
proteinas funcione como uma ligacéo entre infeccdo e auto-imunidade. Estudos sugerem
que a reatividade a Hsp pode ser um mecanismo fisiologico de regulacdo da resposta
imune. Essa hipotese é apoiada pela observacdo de que a inducdo de reatividade de
células T a Hsp70 exdgena regula negativamente a doenca em modelos experimentais
de artrite reumatdide, por mecanismos que envolvem a participacdo de células T CD4+
produtoras de citocinas reguladoras (DETANICO et al., 2004; TANAKA et al., 1999).

Alguns autores tém mostrado o envolvimento das Hsps na regulacdo de diversas
doencas autoimunes inflamatérias (KAMPHUIS et al., 2005; RAZ et al., 2001). Neste
sentido, tem-se investigado os provaveis mecanismos usados pela Hsp70 na regulacédo
negativa de citocinas pré-inflamatérias e em sua capacidade de induzir células T
reguladoras (BORGES et al., 2010, 2013; YANG; LUO; HU, 2006). A despeito do
recente progresso na manipulacdo das Hsps rumo a imunoterapia clinicamente
aplicavel, importantes questdes sobre os mecanismos pelos quais essas proteinas
exercem sua funcdo imunomoduladora ainda permanecem apenas parcialmente

compreendidos.

Ao lancar mdo de wuma estratégia integrando imunoprotedmica e

imunoinformatica, nosso grupo mostrou que a Hsp70 é um antigeno imunodominante
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na criptococose por Cryptococcus gattii (VGII) e que, peptideos sintéticos dela
derivados, s&o imunorreativos (MARTINS et al., 2013; BRANDAO et al., 2014), sendo
alvo de reconhecimento por anticorpos de paciente com aquela doenca. Esse achado
promissor, que se coaduna com outros relatos da literatura, nos motivou a realizar
experimentos in vitro, com vistas ao entendimento da resposta celular dirigida ao C.
gattii, particularmente aquela elicitada por peptideos da Hsp70 (RODRIGUES et al.,
2008a, 2008b).

Nesse contexto, considerando o potencial das DCs na indugéo e sustentacdo da
resposta imune, assim como da Hsp70 na modulacdo de resposta imunoldgica,
levantamos a hipdtese que peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII)
apresentados por DC podem ativar respostas efetoras de células T. Baseados nos
conhecimentos acima reportados, exploramos, in vitro, o potencial das DCs no
direcionamento da resposta de células T quando previamente estimuladas com o0s
peptideos da Hsp70 de C. gattii. Pretendemos com esse estudo entender a resposta
celular contra C. gattii, visando melhorias no diagnostico e/ou desenvolvimento de

imunoterapias para a criptococose.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Delineamento do Estudo

O estudo de natureza experimental de carater investigativo envolveu células
mononucleares humanas isoladas a partir do sangue de individuos adultos sadios,
obtidas do descarte de bolsas de sangue usadas como controle de qualidade no

Hemocentro de Teresina. A Figura 3 sintetiza a protocolo experimental adotado.
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Figura 3. Delineamento do protocolo experimental. Células dendriticas (DC) maduras
(mDC) e imaturas (iDC) diferenciadas a partir de mondcitos de voluntérios saudaveis foram estimuladas
com peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII). DCs estimuladas e ndo estimuladas com
0s peptideos da Hsp70 de C. gattii foram cocultivadas com linfécitos T aut6logos e alogénicos, e a
linfoproliferacdo autéloga foi determinada pelo indice de proliferagdo linfocitaria por Citometria de Fluxo
(FACS Canto Il). PBMC: células mononucleares periféricas; GM-CSF: fator estimulante de granulécitos
e macrofagos; IL-4: interceulina-4; LPS: lipopolissacarideo; Hsp70: proteina do choque térmico de 70

KDa; CFSE: diacetato de carboxifluoresceina succinimidyl ester.
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4.2 Obtencdo de células mononucleares periféricas do sangue de individuos

sadios

As células mononucleares foram isoladas de rejeitos de bolsas de sangue
provenientes de doadores atendidos no Hemocentro de Teresina, Piaui. O contedo
sanguineo das bolsas (cerca de 90 ml) foi depositado em tubos falcon estéreis de 50 ml
e centrifugadas a 850g por 30 minutos a 25° C, com aceleracdo 5 e desaceleracdo zero.
Apbs centrifugacdo, realizou-se-se 0 descarte do sobrenadante, e obtencdo das células
brancas (buffy coat). Estas foram diluidas 1:2 em solucdo salina isotdnica e submetidas
a protocolo de separacdo das mononucleares em gradiente de densidade em Ficoll-
Hypaque (densidade 1.077g/l, Ficoll: Pharmacia Biotech, Sweden e Hypaque:
Urografina 370, Schering, Brasil). Os tubos falcon com capacidade para 15 ml e
contendo 3,5 ml de Ficoll-Hypaque foram acrescentados 7 ml do buffy coat previamente
diluido e homogeneizado. Os tubos foram centrifugados a 380g por 20 minutos a 25 C.
O resultado foi a estratificacdo das células sanguineas no gradiente de densidade
formado. A interface entre o PBS (Solugdo Salina Tamponada por Fosfato) e o ficoll foi
retirada (nuvem branca de células) e transferida para outro tubo falcon de 50 ml. Em
seguida prosseguiu-se com trés lavagens com PBS intercaladas por centrifugacdo (i)
300g por 15 minutos, a 25° C (ii) 130g por 8 minutos, a 25° C (iii) 95g por 10 minutos, a
25° C, sempre com aceleracdo 5 e desaceleracdo zero. Apds a ultima lavagem, as células
mononucleares (PBMC do inglés, peripheral blood mononuclear cells) foram
ressuspensas em 3ml de PBS para determinacdo da concentracdo celular por meio da

contagem em camara citométrica de Neubauer.

Para contagem, foi retirada uma aliquota de 10 ul de células PBMC para um
eppendorf e homogeneizada em 10 ul de Azul de Tripan. A contagem foi efetuada em
microscopio 6ptico, observando-se cinco quadrantes da camara de Neubauer (um
quadrante central e quatro externos). A viabilidade celular foi determinada, e somente
contagens > 90% de celulas vivas foram consideradas adequadas para 0s experimentos

subsequentes.

4.3  Purificacdo de Mondcitos
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Os mondcitos enriquecidos a partir de PBMC foram obtidos por processo de
separagdo negativa utilizando-se beads magnéticas (Monocyte isolation kit Il para
humanos, Miltenyi Biotec GMBH, Bergisch Gladbach- Alemanha), de acordo as
instrucdes do fabricante. Brevemente, as PBMCs foram duplamente marcadas:
marcagdo primaria (coquetel de anticorpos monoclonais conjugados com biotina) e
marcacao secundaria (anticorpos monoclonais anti-biotina conjugados as contas). Para a
marcagdo primaria foram usados 10ul do coquetel de anticorpo biotinilado para 107
células totais e para a marcacio secundaria 20 pl de anti-biotina para 107 células totais.
Entre as duas etapas de marcagdo nao foi feita qualquer lavagem das células. Apos a
marcacdo, as células foram lavadas com PBS por adi¢cdo de 10 a 20 vezes o volume do
tubo e centrifugada a 300g por 10 minutos. Depois, retirou-se completamente o

sobrenadante e ressuspendeu-se para 10® células em 500 ul de PBS.

Em seguida, as PBMCs em suspensdo foram aplicadas em uma coluna MACS
(Miltenyi, Biotec GMBH, Begisch Gladbach, Alemanha) para separagédo celular,
submetida a um campo magnético. Esse processo permite a passagem de mondcitos
enriquecidos através da coluna e retencdo das células ndo monociticas na mesma.
Seguiu-se com a lavagem da coluna MS com adicdo apropriada de Tampédo PBS (MS:
3x 500 pl). Procedeu-se com o céalculo de rendimento de mondcitos por meio da

contagem em camara de Neubauer como supracitado.

4.4 Purificacdo e Congelamento de linfocitos T

As células T foram purificadas a partir de PBMC por processo de selecdo
negativa com beads imunomagnéticas (Pan T cell isolation Kit Il para humanos,
Miltenyi Biotec GMBH, Bergisch Gladbach- Alemanha) de acordo as instrucdes do
fabricante. Essas células foram duplamente marcadas: marcagdo primaria (coquetel de
anticorpos monoclonais conjugados com biotina) e marcacdo secundaria (anticorpos
monoclonais anti-biotina conjugados as contas). Para a marcagdo primaria foi usado
10ul do coquetel de anticorpos para 107 células totais e para a marcacdo secundaria 20
ul de anticorpos para 107 células. Entre os dois passos de marcacédo as células ndo foram
lavadas. ApOs a marcacdo, as etapas subsequentes sdo as mesmas aplicadas para a

obtencdo de mondcitos mencionadas acima.
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As PBMCs em suspensdo foram aplicadas em uma coluna MACS MS (Miltenyi
Biotec GMBH, Bergisch Gladbach- Alemanha) e submetidas a um campo magnético
para separacao negativa de linfocitos T. De posse da suspensdo de células T purificadas,
seguiu-se com o célculo do rendimento de Linfdcitos T por meio da contagem em
camara de Neubauer e centrifugacdo da suspensdo a 300g por 10 minutos para posterior

congelamento celular.

Para a solucdo de congelamento usou-se 40% de meio RPMI 1640 suplementado
com L-glutamina (LGC, Brasil), 50% de Soro fetal bovino inativado (FCS, Gibco,
BRL) e 10% de Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Sant Louis, Missouri, EUA).
O DMSO evita o rompimento da membrana celular no processo de congelamento. Em
um isopor com gelo, o botdo de células T foi cuidadosamente misturado a solucao de
congelamento, homogeneizado e dispensado em criotubos em uma concentracdo de
107/ml. Por dltimo, os linfocitos T armazenados nos tubos de congelamento foram
estocados em um recipiente com isopropanol especifico para congelamento celular

gradual e mantidos a -80° C para posterior uso em cococultura com células dendriticas.

A pureza dos linfécitos foi avaliada, na etapa final do protocolo experimental,
por citometria de fluxo (FACSCanto Il, Becton & Dickinson) e a analise dos dados feita
por meio do programa Infinicity (Cytognos, Santa Marta de Tormes, Salamanca,

Espanha).

4.5 Diferenciacdo de células dendriticas a partir de mondcitos purificados

Apds a separacdo de mondcitos utilizando o kit (Monocyte isolation kit Il para
humanos, Miltenyi Biotec GMBH, Bergisch Gladbach- Alemanha) e contagem em
camara de Neubauer, as células dendriticas foram geradas a partir de monécitos CD14*.
2 x 10® mondcitos CD14* purificados foram plaqueados em placas de cultura de seis
pogos (Costar, Cambridge, MA, EUA) em 3 ml de meio RPMI 1640 (do inglés, Roswell
Park Memorial Institute Medium) suplementado com L-glutamina (LGC Brasil) com
5% de soro fetal bovino inativado e 1% de Penicilina/Estreptomicina (10000 U/ml), na
presenca de 20 ng/ml de GM-CSF (do inglés, granulocyte macrophage colony
stimulating factor) e 20 ng/ml de IL-4 (interleucina-4) (eBioscience, San Diego,

California, EUA). As placas foram cultivadas a 37° C em estufa Umida a uma tensdo
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constante de 5% de CO, por cinco dias para obtencdo das células dendriticas imaturas
(iDC).

Apos 48 horas de cultivo celular foi efetuada a troca de metade do meio em cada
poco da placa, contendo as mesmas concentracdes de GM-CSF e de IL-4 (eBioscience,
San Diego, Califérnia, EUA). Apo6s 96 horas de cultivo, parte das células (agora iDC)
foram tratadas com 200 ng/ml de LPS de Escherichia coli (lipopolissacarideo) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por dois dias adicionais para maturacdo. No sexto dia de
cultivo tanto iDCs quanto mDCs foram centrifugadas a 300g por 10 minutos, tiveram o
sobrenadante descartado e foram ressuspendidas em 3 ml de meio de cultivo sem os
fatores de crescimento GM-CSF e IL-4. As células foram entdo pulsadas com um dos

seguintes estimulos: peptideos H18, H21, H26 ou pool desses em placas de seis po¢os.

Para caracterizacdo Imunofenotipica, as células dendriticas foram centrifugadas a
300g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e sua concentracdo acertada
para 2 x 10° em 25 pl de tampdo FACS (PBS com 2% de FCS). A suspensdo celular foi
adicionada de quantidade relevante de anticorpos conjugados (2.5 ul/tubo) e incubada
por 30 minutos a 4° C ao abrigo da luz. Foram utilizados anticorpos monoclonais
marcados com fluorescéncia (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, EUA) dirigidos
as seguintes moléculas: CDla e CD86 (conjugado ao Isotiocianato de fluoresceina -
FITC); CD14, CD80 e CD19 (conjugado a Focoeritrina - PE); antigeno leucocitario
humano-DR (HLA-DR) (conjugado a proteina clorofila pirimidina - PerCP); e CD83 e
CD45 (conjugado a aloficocianina - APC). Um tubo com células dendriticas néo

coradas foi utilizado como controle negativo.

Finalizada a reacgdo, as células foram lavadas duas vezes com 1 ml de solugéo
tampéo FACS e centrifugadas a 300g a 25° C por 5 minutos. Finalmente o sobrenadante
foi descartado, as celulas ressuspensas em 400 ul de solugdo FACS e adquiridas em
citbmetro de fluxo (FACSCanto II). A analise foi feita por meio do software BD
FACSDiva®, usando como parametros a dispersdo frontal (FSC — do inglés Forward

Scatter) e dispersao lateral (SSC — do inglés Side Scatter).

4.6 Sintese dos Peptideos
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Os peptideos sintéticos da proteina imunorreativa Hsp70 de C. gattii (genétipo
VGII) foram idealizados a partir do mapeamento epitopico das células B para aquela
proteina por meio de ferramentas de imunoinformatica. Apenas o0s peptideos
identificados concomitantemente pelos softwares ABCpred e BCpred  foram
considerados putativos alvos antigénicos em imunoensaios para criptococose
(MARTINS et al., 2013). Utilizando esta estratégia, pudemos selecionar seis peptideos

da proteina.

As sequéncias de aminoacidos dos seis peptideos sintéticos da Hsp70 de C.
gattii (PEPTIDE 2.0, Chantilly, VA, EUA) estdo depositadas no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) com o numero: BR 10 2015 027 885 3. Dos seis
peptideos, trés peptideos (H18, H21 e H26) foram utilizados neste estudo, porque
apresentaram grande acurécia frente ao reconhecimento por anticorpos de pacientes
com criptococose (BRANDAO et al., 2014).

4.7 Pulso de DCs com Peptideos Sintéticos Derivados da Hsp70 de Cryptococcus
gattii

Para a realizacdo dos ensaios funcionais propostos aqui, trabalhamos com
células dendriticas maduras e imaturas em duas diferentes situacfes: ndo pulsadas e
pulsadas com peptideos sintéticos da Hsp70 de C. gattii. Para tanto, diferenciamos DC
humanas a partir de mondcitos sanguineos com fatores de diferenciacdo apropriados
durante 5 dias. As DCs assim diferenciadas e foram pulsadas com os peptideos
sintéticos (PEPTIDE 2.0, Chantilly, VA, EUA) derivados da proteina de choque térmico
de 70 kDa — Hsp70 de C. gattii (VGII). Para o estudo usou-se 0s peptideos H18, H21,
H26 e pool desses peptideos. Os dois grupos de DCs, iDC e mDC, foram pulsados com
peptideos isoladamente na concentracdo de 0,2 pug/ml. Cada experimento foi realizado
de maneira emparelhada tendo como o controle DCs ndo-pulsadas. Ambos os grupos de
DCs pulsadas e ndo pulsadas foram levadas a estufa e mantidas a 37° C com tensdo

constante de 5% de CO, por 24 horas.

4.8 Reatividade de Linfdcitos T frente as DCs

Para avaliar o potencial das DCs diferenciadas in vitro de ativar linfoproliferagéo

cultivamos tais células (iDC e mDC) com linfécitos T alogénicos. Para avaliarmos o
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efeito dos peptideos sobre a proliferacdo de linfécitos T, cultivamos linfdcitos T
autdlogos com iDC e mDC pulsadas com os peptideos sintéticos da Hsp70 de C. gattii.
O cultivo foi feito durante cinco dias em meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, Brasil)
suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/ml) e 5% de soro fetal
bovino inativado pelo calor. DCs previamente pulsadas com peptideos sintéticos (0,2
ug/ml) derivados da Hsp70 de C. gattii (2 x 10* células/poco) e linfécitos T purificados
(2 x 10° celulas/poco) foram cultivados em placas de 96 pocos com fundo em U. O
ensaio foi realizado em triplicata. Para mensurar a proliferacdo de células T, foi
realizada a marcagdo com CFSE utilizando o kit Cell Trace™ CFSE (Diacetato de
Carboxyfluoresceina Succinimidyl Ester) (Invitrogen) de proliferacdo celular seguindo
as instrucbes do fabricante. Passados cinco dias de cocultura, as células T foram
coletadas, lavadas, e adquiridas em um citometro FACSCanto Il e os resultados
analisados com o auxilio do software Infinicyt (Cytognos, Santa Marta de Tormes,
Salamanca, Espanha). Linfécitos T apenas ndo estimulados e células T cultivadas na
presenca de fitohemaglutinina (PHA) foram utilizados como controles negativos e

positivos, respectivamente.

4.8.1 Descongelamento dos Linfécitos T e Marcacdo com CFSE

Os criotubos contendo as células T foram retirados do Freezer -80° C e
imediatamente imersos em banho térmico a 37° C. Antes do descongelamento completo
todo o volume foi transferido para um tubo falcon de 12 ml contendo 9 ml de meio
RPMI 1640 (LGC, Biotecnologia, Brasil) e prontamente centrifugado a 300g por 8
minutos a 25° C, com aceleracdo 5 e desaceleracdo zero. ApOs centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado, o botéo celular foi ressuspendido em 3 ml de meio RPMI
1640 e as células foram contadas em camara de citométrica. As células foram

consideradas ideais para o uso quando sua viabilidade foi > 90%.

A marcagdo dos linfocitos T foi feita utilizando o kit Cell Trace™ CFSE
(Invitrogen). Brevemente, 18ul de DMSO foram acrescentados a um vial contendo Cell
Trace™ CFSE (Invitrogen). Esta solucdo estoque foi diluida em 20 ml de PBS e
aquecida a 37° C para obter uma solucdo de 5 cM. Dez ml dessa solucdo foram usadas
para ressuspender os linfécitos T um tubo de ensaio de 50 ml, que foi incubado por 20

minutos a 37° C em banho térmico. Apo6s incubagdo, os tubos foram centrifugados a
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300g por 5 minutos a 25° C, com aceleragédo 5 e desaceleragéo zero. O sobrenadante foi
desprezado e o botdo celular ressuspenso na concentragdo de 2 x 10° células/200 pl em

meio RPMI 1640 suplementado com L-glutamina (LGC Biotecnologia, Brasil).

4.8.2 Preparo das DCs pulsadas com antigenos de Hsp70 para cocultura com
Linfdcitos T

Apbs dois dias de cultivo na presenca de peptideos sintéticos da Hsp70 de C.
gattii (VGII), iDC e mDC foram retiradas da estufa para utilizacdo em protocolos de
cocultura com células T. cada grupo de células foi centrifugado a 130g por 8 minutos a
25° C, com aceleracdo 5 e desaceleragdo zero. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e cada grupo de DC ressuspenso em 1 ml de meio RPMI 1640 (LGC
Biotecnologia, Brasil) para contagem em camara de citométrica. Uma vez determinadas
a quantidade e a viabilidade de cada grupo de DC, sua concentracdo foi acertada para 2

x 10% células/200 pul em placa de 96 pocos com fundo em U.

4.8.3 Cocultura de DCs e Linfécitos T

As coculturas de linfécitos T com iDC ou mDC previamente pulsadas como
descrito acima foi feito na razdo de 20 Linfocitos T para uma DC em volume de 200 pl
em placa com fundo em U. Cada experimento foi realizado em triplicata. Cada
experimento teve os seguintes controles negativos: linfdcitos T cultivados na auséncia
de DC e linfécitos T cultivados com DCs néo pulsadas. Como controles positivos foram
utilizados linfécitos T cultivados com DCs na presenca de fitoemaglutinina (PHA).
Apo0s o plaqueamento, as placas foram levadas a estufa e mantidas por cinco dias a 37°

C com tensdo constante de 5% de CO.,.

4.9 Avaliacdo da Proliferacédo dos Linfocitos T frente as Células Dendriticas, por

Citometria de Fluxo

O efeito que as iDCs e mDCs pulsadas com peptideos sintéticos da Hsp70 de C.
gattii (VGII) exercem sobre a proliferacdo dos linfécitos T autdlogos foram avaliados
por citometria de fluxo. Ao término de cinco dias de cocultura, as placas foram retiradas

da estufa e todo o contetdo celular foi cuidadosamente transferido para os tubos falcon
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de polietileno de 5 ml (Corning Science, Reynosa, Tamautipas, México) especifico para

citometria de fluxo.

Cada tubo foi acrescido de 1 ml de PBS, centrifugado a 300g por 5 minutos a
25° C, com aceleracdo 5 e desaceleragédo zero, por trés ciclos de repeticdo. Finalizadas
as lavagens, o sobrenadante foi desprezado e o botdo celular dissociado por meio de
agitacdo em vortex. As células assim dissociadas foram tratadas com 1 ml de solucédo de
fixacdo/permeabilizacdo de Foxp3 (eBioscience, Flow Cytometry) e incubadas por 40
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ao término da incubacéo, sem lavar,
a cada tubo foi adicionado 2 ml de tampao de permeabilizacdo 1x e centrifugado a 3509

por 5 minutos a 25° C, com aceleracdo 5 e desaceleracdo zero.

Desprezado o sobrenadante, o botéo celular foi ressuspenso em 100ul de tampéo
de permeabilizacdo 1x, e sem lavar foram adicionados os anticorpos conjugados a
fluorocromos (2,5ul de cada anticorpo por tubo). Foram utilizados 0s seguintes
anticorpos: CD3 conjugado a PerCP (do inglés, Peridinin chorophyll protein); CD45
conjugado a APC (do inglés, allophycocyanin) e Foxp3 conjugado a PE (do inglés,
phycoerythrin). Apés adicdo dos marcadores, os tubos foram incubados por 30 minutos

em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

Finalizado o periodo de incubacdo as células foram lavadas duas vezes com
tampdo de permeabilizacdo (2 ml por lavagem/tubo), centrifugadas a 350g por 5
minutos a 25° C, com aceleracdo 5 e desaceleracdo zero e o descarte do sobrenadante
ao fim de cada lavagem. Ao final da dltima lavagem foram ressuspendidas em 300ul de
tampé&o PBS e adquiridas em citometro de fluxo (BD, FACSCanto Il), e analisados por
meio do software Infinicyt (Cytognos, Santa Marta de Tormes, Salamanca, Espanha).
Os valores de expanséo linfocitaria foram expressos pelo indice de proliferacdo (SI). A
proliferacdo linfocitaria foi avaliada como indice de proliferacdo (SI) em relagdo &

proliferacédo de linfocitos T cultivados na auséncia de estimulos,
4.10 Andlise Estatistica

Para analise dos dados obtidos em nossos resultados, utilizamos teste ndo-

paramétrico (teste de Turkey) associado ao poOs-teste de Dunn quando apropriado.
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Consideramos como significativos valores de p < 0,05, adotando-se um intervalo de

confianca de 95%.

As analises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa computacional
Graphpad Prism (GranphPad, Inc., San Diego, CA, EUA) versao 5.0.

4.11 Questdes Eticas

A pesquisa realizada envolveu material biolégico humano, e passou por
avaliacio do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, mediante
cadastro na Plataforma Brasil, para analise e parecer, levando em conta, portanto,
aspectos éticos dispostos na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(BRASIL, 2012).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui
(N° CAAE 31224813.5.0000.5214) sob o nimero de parecer 826733.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Imunofenotipagem das Células Dendriticas Derivadas de Mondcitos

Células dendriticas de oito voluntarios saudaveis foram diferenciadas a partir
monocitos obtidos por separacdo negativa (pureza = 90%) como determinada por
andlises de citometria de fluxo. Apds cinco dias de cultura, aproximadamente 90% dos
monacitos cultivados se diferenciaram em células dendriticas imaturas CDla" CD14-,
como mostra a Figura 4A. O tratamento dos mondcitos com os fatores de crescimento
GM-CSF e IL-4 promoveu a diferenciacdo das células dendriticas com fenétipo
imaturo, evidenciado pela baixa expressdo dos marcadores CD83"%tve  CDgQPao,
CD86">° ¢ HLA-DR"°, Além disso, as iDCs se tornaram fenotipicamente maduras
(mDC) ap6s tratamento com LPS, apresentando o perfil fenotipico CD83*, CD80®!evado,
CD8g®levad ¢ HLA-DR®®¥a® (Figura 4B). Esses dados indicam que fomos bem

sucedidos tanto em diferenciar DCs a partir de mondcitos quanto matura-las in vitro.
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Figura 4. Imunofenotipagem de células dendriticas derivadas de mondcitos

humanos por Citometria de Fluxo. Monécitos humanos purificados negativamente foram
cultivados durante cinco dias em meio RPMI contendo GM-CSF e IL-4. (A) Aquisicdo do fenotipo
imunoldgico de DC imaturas (iDC), como indicado pela regulacdo negativa de CD14 e regulacgdo positiva
de CD1a. (B) Tratamento das iDCs com LPS por 48 horas adicionais transformou-as eficientemente em
mDCs, como confirmado pela regulagdo positiva de CD80, CD83, CD86 e HLA-DR. MFI (Mediana de

intensidade de Fluorescéncia).
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A caracterizacdo morfolégica das DCs foi realizada pela analise de
fotodocumentagdo das mesmas em microscopio ptico. A Figura 5A mostra mondcitos
CD14* purificados e plagueados no primeiro dia de cultivo. A Figura 5B destaca o
inicio da diferenciagdo monocitica em DC imaturas. A Figura 5C evidéncia DC
fenotipicamente imaturas em sua totalidade. Finalmente, a Figura 5D mostra células
maduras apos o tratamento com LPS exibindo dendritos caracteristicos de mDC.

Figura 5. Cultivo de células dendriticas a partir de mondcitos purificados. (A)

Monadcitos purificados por separacdo negativa. (B) Grumos de Mondcitos iniciando sua diferenciagdo em
células dendriticas imaturas (iDC); (C) Células dendriticas imaturas diferenciadas e (D) Células dendriticas

maduras apos tratamento com LPS.

Em conjunto, e considerando a elevada expressdo de CD1a e baixa expressdo de
CD14 estes resultados nos dois grupos de DCs comprovam que houve uma
diferenciacdo expressiva (pelo menos 90%) das células dendriticas a partir de mondécitos
(CD14) de sangue periférico.
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O GM-CSF usado para a diferenciagdo de DC a partir de mondcitos é uma
citocina fundamental na geracdo de DCs. Estudos tém evidenciado a importancia desta
citocina na imunidade contra criptococose, ao mostrarem in vivo que (i) a presenca de
anticorpos anti-GM-CSF resultam em elevadas taxas da disseminacdo de C. gattii para o
SNC em humanos (ii) a produgdo de TNF-a em camundongos com criptococose
deficientes em GM-CSF é significativamente reduzida quando comparada ao grupo
selvagem (CHEN et al., 2007; SAIJO et al., 2014). Estes achados sugerem que GM-
CSF € requerido para a ativacdo da resposta imune adaptativa, provavelmente por

estimular o desenvolvimento das DCs e assim, induzir a imunidade adaptativa.

5.2 Caracterizacdo Funcional das Células Dendriticas: DCs imaturas sao

estimuladores menos eficientes de aloproliferacao

Avaliamos a habilidade dos dois tipos distintos de DCs de induzir proliferacéo
de linfécitos T alogénicos. O ensaio misto de reacdo linfocitaria (MLR) nos mostrou
gue ambas, iDC e mDC, foram capazes de induzir proliferacao das células T alogénicas.
No entanto, a magnitude da resposta linfoproliferativa distinguiu entre os grupos de
DCs imaturas e maduras. O grupo mDC apresentou maior capacidade de ativacdo das
células T alogénicas quando comparada a iDC, (SI = 36,4 versus SI = 19,6 com p <
0,05).

A interacdo in vivo das células dendriticas fenotipicamente maduras com as
células T promove suas respostas especificas e as diferencia em DCs maduras
funcionais. Estas sdo caracterizadas por apresentarem habilidade limitada de captar
antigenos e apresentam grande capacidade de apresentacdo antigénica para as células T
(GROLLEAU-JULIUS, 2006). DCs imaturas, por outro lado, apresentam alta atividade
endocitica/fagocitica e baixa expressdo de moléculas acessorias para ativacao de células
T (GUERMONPREZ et al., 2002). Além de expressarem moléculas MHC de Classe 1l
intracitoplasmatica e ndo expressam CD83 (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994).
Apos a internalizagdo, in vivo, do antigeno pelas células dendriticas, a ligacdo DC-
antigeno, na presenca de citocinas inflamatdrias, pode estimular a maturagdo dessas
células (VINEY, 2001).



36

5.3 Peptideos Derivados da Proteina Hsp70 de Cryptococcus gattii Induzem

Reatividade das Células T Autologas

Avaliamos as respostas proliferativas de células T aut6logas induzidas por células
dendriticas imaturas e maduras (auto-reatividade das células T para DC). Ambas, iDC e
mDC, foram capazes de induzir auto-reatividade, esta, porém foi mais frequentemente
detectada no grupo mDC do que em iDC, inclusive quando os linfocitos T autélogos
foram também co-cultivados com PHA, um mitégeno muito utilizado para estimulacéo
inespecifica de células T in vitro, (Figura 6). Avaliamos a capacidade dos peptideos
sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGIl) em modificar a intensidade de
proliferacdo das células T (marcacdo com CFSE), nos ensaios em que houve auto-
reatividade de linfocitos T para células dendriticas. Do mesmo modo, comparamos a
proliferacdo observada em culturas de DC ndo pulsados com peptideos sintéticos da
Hsp70 de C. gattii.
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Figura 6. Proliferacdo de linfocitos T auto6logos induzida por células dendriticas

derivadas de mondcitos em diferentes estagios de maturacao. indices de estimulagio (SI)
de linfécitos T alogénicos (LT) no periodo de cinco dias de estimulagdo com iDC e mDC. mDC induziu

mais intensamente a aloproliferacdo de linfocitos T. Teste de Mann-Whitney. * p <0,05.

Foi observado que os peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII)

intensificaram o indice de proliferacdo de linfdocitos T aut6logos direcionados a DCs,
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sobretudo os peptideos H18 e H21. Vale salientar que considerariamos como potenciais
estimuladores da resposta imune de células T qualquer antigeno capaz de induzir
autorreatividade proliferativa em pelo menos 50%. Vimos que os peptideos testados
H18 e H21 exibiram um papel dominante na regulacdo positiva da resposta
linfoproliferativa aut6loga nos grupos de células dendriticas imaturas e maduras (Figura
7).
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Figura 7. Proliferacdo de células T autdlogas para iDC e mDC pulsadas com

diferentes peptideos Hsp70 de Cryptococcus gattii (VGII). Células dendriticas imaturas
(iDC) ou maduras (mDC) nédo pulsados e previamente pulsadas (peptideos H18, H21 ou H26) foram co-
cultivadas, in vitro, por cinco dias com linfocitos T autblogos. O efeito dos diferentes peptideos na
proliferacio de células T esta exposto. Os resultados sdo apresentados pelo indice de estimulagéo (SI). A
indugdo de proliferagdo foi considerada quando SI > 2; inibigdo da proliferacdo = SI. < 0,5. Os peptideos

H18 e H21 induziram expressivamente a proliferacdo de células T no grupo iDC. Mann-Whitney p <0,05.

Perguntamo-nos se os peptideos derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII) poderiam
atuar sinergicamente na resposta dos linfocitos T aumentando a proliferagdo dessas
células. Para isso, testamos a proliferacédo linfocitaria com DCs pulsadas com o pool dos
peptideos H18, H21 e H26. A resposta linfoproliferativa induzida por DCs pulsadas
com o pool de peptideos foi muito similar ao efeito de indugdo com o peptideo H18

sozinho.

Ao observarmos a proliferagéo linfocitaria induzida pelos peptideos supracitados,

investigamos se, os linfécitos T que se proliferavam em resposta aos peptideos
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sintéticos da Hsp70 de C. gattii apresentados pelas DCs, tinham fendtipo de células T
reguladoras (Tregs). E nossos resultados mostraram que ndo houve diferenga na
expressao de Foxp3 quando os linfocitos T cocultivados com as células dendriticas
previamente pulsadas com peptideos (H18, H21, H26 e Pool) foram comparados com
linfocitos T cultivados apenas em meio RPMI suplementado com L-Glutamina. Assim,
os linfécitos T proliferantes em resposta aos peptideos supracitados ndo parecem ser

linfécitos T reguladores.

A evasdo da resposta imune é apontada como uma estratégia comumente
empregada pelos diferentes tipos de fungos, incluindo o género Cryptococcus. C. gattii
tem se mostrado capaz de infectar ndo apenas células pulmonares e neuronais, mas
também, células da imunidade inata, entre elas macrofagos e células dendriticas
(YKEDA-DANTSUJI et al., 2015; HUSTON et al., 2013), dois tipos celulares que sdo
importantes na apresentacao de antigenos para linfocitos T.

A apresentacdo antigénica pelas DCs depende de seus estagios de maturacao,
portanto, alguma interferéncia no processo de maturacdo pode impedir que o agente
patogénico seja eficientemente apresentado as células T, resultando na evasdo imune.
Tem sido relatado que os fatores de viruléncia do fungo, como a urease de C.
neoformans possa restringir a imunidade antifangica por interferir no estagio de
maturacdo das células dendriticas (CHEN et al., 2008; LIN et al, 2008;
OSTERHOLZER et al., 2009). A proteina Hsp70 secretada de Cryptococcus também
tem sido apontada como um fator de viruléncia (SILVEIRA et al., 2013). No entanto, ao
contréario de proteina estrutural, peptideos H18 e H21 da Hsp70 de C. gattii (VGII)
parecem induzir maturacdo das DCs, uma vez que, nossos resultados mostraram que
iDC previamente pulsadas com estes peptideos induziu intensa proliferacdo de células T

autologas.

A nossa interpretacdo dos resultados obtidos nesse trabalho que os peptideos
sintéticos H18 e H21 tém o potencial de induzir as células dendriticas imaturas ao seu
estagio de maturacdo, tornando-as capazes de ativar respostas de células T contra C.
gattii. Alem disso, uma vez que as mDCs também induziram a proliferacdo de células
T, é provavel que: (i) vias, como apresentacdo direta do peptideo por moléculas MHC
nas células dendriticas estejam envolvidas na ativacdo de células T ou que (ii) H18 e

H21 tenham a capacidade de competir com peptideos ligados a moléculas MHC na
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superficie de mDCs. Pode-se perguntar que tipo de receptor de membrana se ligaria a
estes peptideos? Apesar de ndo termos abordado neste estudo as vias alternativas
envolvidas nas DCs pulsadas com tais peptideos, € possivel que receptores de tipo Toll
(Toll like), bem como receptor DC-SIGN sejam candidatos em potencial no
reconhecimento desses antigenos. De fato, se iDC sofreram o processo de maturagdo
(mDC), vias de sinalizagdo como p38 MAPK, uma via induzida por DC-SIGN
envolvida na maturacdo funcional das células dendriticas pode ter sido ativada
(NAKAHARA et al., 2006).

Assim, os resultados dos nossos estudos anteriores sobre a resposta humoral na
criptococose e os dados do presente trabalho, reforcam o0s nossos achados prévios na
imunodominancia da Hsp70 de C. gattii (VGII), e nos levam a estabelecer as bases para
futuros testes com os peptideos sintéticos derivados da Hsp70 de C. gattii (H18 e H21)
com vistas ao desenvolvimento de imunoterapicos (MARTINS et al., 2013; BRANDAO
et al., 2014). Isso por si s6 € um importante avango, dado que em se tratando de micoses
sistémicas, como é o caso da criptococose, pouco se tem avancado no que tange ao
desenvolvimento de vacinas (CALDINI et al., 2012).

Tem sido relatado que proteinas Hsps apresentam diversidade funcional (efetora
versus reguladora) na geracdo de resposta imune, dependendo do grau de conservacao
evolutiva da regido ponderada (ASEA et al., 2000; TOBIAN et al., 2004; MOTTA et
al., 2007; BORGES et al., 2013). Assim, analisamos se 0s peptideos testados eram
capazes de induzir as DCs a modificar os niveis de expressdo do marcador FoxP3 em
populacdo de células T autdlogas. Verificamos que células T proliferantes contra os
peptideos H18 e H21 ndo expressam Foxp3 especifico de células T reguladoras.
Considerando a relevancia das Hsps ao longo da evolucéo e na homeostase das espécies,
podemos levantar a hipdtese que peptideos derivados de Hsp70 de C. gattii em
individuos com criptococose, incluindo H18 e H21, podem interagir com DCs,

elicitando a sua maturacdo e assim, induzir a proliferacdo de células T Hsp especificas.

Os resultados aqui apresentados sé@o promissores, pois mostraram pela primeira
vez que células dendriticas previamente estimuladas com peptideos sintéticos, H18 e
H21, derivados da Hsp70 de C. gattii (VGII) induzem, in vitro, significativa
proliferacdo de linfocitos T com fenotipo néo regulador.
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6. CONCLUSOES

A obtencdo de células dendriticas fenotipicamente imaturas e maduras (iDC e
mDC) derivadas de mondcitos CD14* purificados é seguramente alcancada a partir
do tratamento com GM-CSF, IL-4 e LPS, respectivamente. Essa diferenciacdo

estavel das DCs pode ser confirmada por imunofenotipagem.

Apesar de ambas, iDC e mDC induzirem proliferacdo de células T alogénicas,

mDC é significativamente mais eficaz na aloproliferacéo linfocitéaria.

Na resposta linfoproliferativa autéloga, ambas, iDC e mDC, sdo capazes de induzir
auto-reatividade. No entanto, o maior indice de estimulacéo linfocitaria é detectado

no grupo mDC, inclusive os linfocitos T autélogos pulsados com PHA.

Os peptideos sintéticos da Hsp70 de C. gattii (VGII) induzem reatividade de células
T, sobretudo H18 e H21 que indicam dominancia na linfoproliferacdo autéloga nos
grupos iDC e mDC. E a linfoproliferacdo ndo € intensificada com o pool dos
peptideos H18, H21 e H26.

A proliferacdo linfocitaria parece ndo apresentar fenétipo de células T reguladoras

(Tregs), uma vez que ndo houve diferenca na expressao de Foxp3.

Nossos resultados sdo promissores, reforcando a imunodominancia da Hsp70, e
alicercam a pratica de futuros testes com os peptideos H18 e H21 como potenciais
antigenos em diagnostico e (ou) imunoterapias para a criptococose.
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resposta imunologica patogeno primario, infectando hospedeiros HIV-negativos
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e sem qualquer evidéncia de imunodepress&o, de ambos 0s géneros masculino e

feminino. sera de fundamental importancia para o desenvolvimento de uma vacina protetora contra a
criptococose potencializando a nossa biotecnologia e revelando novos alvos para o desenvolvimento de
farmacos. Dessa forma, além da contribuicdo ao conhecimento cientifico, estamos confiantes na formacao
de uma nova geragao de pesquisadores e profissionais de saude que vao a busca de tratamentos

resolutivos

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa tem como desfecho: uma vacina protetora contra a criptococose potencializando

a nossa biotecnologia e revelando novos alvos para o desenvolvimento de farmacos. Dessa forma, além da
contribuicdo ao conhecimento cientifico,estamos confiantes na formacao de uma nova geracao de
pesquisadores e profissionais de satude que vdo a busca de tratamentos resolutivos.

Em matéria de risco, considerando que seréo utilizadas bolsas de sangue descartadas, nao ha que se falar
em risco para o participante. Eventual risco da pesquisa sera assumido pelo proprio pesquisador, no ato do
manuseio das mencionadas bolsas.

Consideracées sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados os termos de autorizagao da Dire¢ao do Hospital para utilizagao do Material Banco de
Sangue. O presente trabalho utilizara bolsas de sangue do controle de qualidade do Centro de Hematologia
e Hemoterapia de Teresina-Pl, apos autorizacao

da direcao da referida instituicdo e assinatura do Termo de Fiel Depositario. Nao havera retencao de
amostras.

Recomendacoes:

Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Protocolo apto para aprovacgao.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Sr.(a) Pesquisador(a),
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em cumprimento ao previsto na Resolugdo 466/12, o CEP-UFPI SEDE aguarda o envio dos relatorios
parciais e final da pesquisa, elaborados pelo pesquisador, bem como informagdes sobre sua eventual
interrupgéo e sobre ocorréncia de eventos adversos.

Ainda, para assegurar o direito do participante e preservar o pesquisador, revela-se importante alertar que o
TCLE e o Termo de Assentimento deverao ser rubricados em todas as suas folhas, tanto pelo participante
quanto pelo(s) pesquisador(es), devendo ser assinados na ltima folha.

TERESINA, 09 de Outubro de 2014
/

JAZ=2,
(=~ e

Assinado por:

Adrianna de Alencar Setubal Santos
(Coordenador)

WW&MWW
CEP-UFP!
Portaria Propesq N° 16/2014
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