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RESUMO

O epitélio brénquico possui mecanismos de defesa baseados na imunidade inata
contra VAarios microrganismos transportados pelo ar, incluindo Cryptococcus
neoformans. O receptor 2 do peptideo formil (FPR2/ALX), um receptor acoplado a
proteina G (GPCR), desempenha um papel importante nos processos de inflamacéo
e resolucéao, inclusive nas vias aéreas. Aqui, avaliamos os efeitos inflamatorios de C.
neoformans usando células epiteliais A549, que ndo expressam FPR2/ALX, e A549
transfectadas com cDNA humano recombinante completo de FPR2/ALX
(rhFPR2/ALX). Células A549 com e sem expressado de FPR2/ALX foram expostas a
C. neoformans (MOI 100) e as analises foram realizadas 24 horas apds a estimulacao.
C. neoformans aumentou a produc¢éo de IL-6 e IL-10 (mas néo IL-8 e TGF-1) e ativou
a fosforilacdo de ERK1/2 e NF-kB em ambas as células com e sem FPR2/ALX em
comparacao aos controles. A adesédo e internalizacdo de C. neoformans nao foi
alterada pela expressdo de FPR2/ALX. Concluimos que a presenca do receptor
FPR2/ALX nao foi capaz de proporcionar alteracées nos parametros inflamatérios em

células A549 infectadas com C. neoformans.

Palavras-chave: células A549, Cryptococcus neoformans, receptor FPR2/ALX, IL-6,

IL-8, IL-10.



ABSTRACT

The bronchial epithelium has defense mechanisms based on innate immunity against
several airborne microorganisms including Cryptococcus neoformans. Formyl peptide
receptor 2 (FPR2/ALX), a G protein-coupled receptor (GPCR), plays an important role
in the inflammation and resolution processes, including in the airways. Here, we
evaluated the inflammatory effects of C. neoformans using A549 epithelial cells, which
do not express FPR2/ALX, and A549 transfected with full-length recombinant human
FPR2/ALX (rhFPR2/ALX) cDNA. A549 cells with and without FPR2/ALX expression
were exposed to C. neoformans (MOI 100) and analyzes were performed 24 hours
after stimulation. C. neoformans increased IL-6 and IL-10 production (but not IL-8 and
TGF-p1) and activated ERK1/2 and NF-kB phosphorylation in both cells with and
without FPR2/ALX compared to controls. The adhesion and internalization of C.
neoformans was not altered by the expression of FPR2/ALX. We concluded that the
presence of the receptor FPR2/ALX was not capable of providing changes in

inflammatory parameters in A549 cells infected with C. neoformans.

Keywords: A549 cells, Cryptococcus neoformans, FPR2/ALX receptor, IL-6, IL-8,
IL-10.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cryptococcus e a Criptococose

A criptococose € uma doenca infecciosa com distribuicdo mundial e existem
mais de 70 espécies de Cryptococcus distribuidas de forma ubiqua no meio ambiente
com um extenso habitat na natureza, especialmente nos excrementos e ninhos de
aves, e cascas de arvores (BLANCO; GARCIA, 2008; KWON et al., 2011 NEGRONI,
2012; GULLO et al., 2013; DANESI et. al, 2021), mas apenas duas espécies de
Cryptococcus sdo consideradas patogénicas em humanos: Cryptococcus neoformans
e Cryptococcus gattii, sendo o foco deste trabalho em C. neoformans. Cryptococcus
sao leveduras basidiomicetos, diferente da maioria dos fungos humanos que sao
ascomiscetos (ZARAGOZA, 2019). Seu metabolismo é principalmente respiratdrio, ou
seja, depende da presenca de oxigénio. A infeccdo € adquirida pela inalacdo de
esporos ou conidios dessecados do ambiente, o que permite aos fungos invadirem os
pulmdes com facilidade. A infeccdo pode ocorrer também, com menor frequéncia,
entrando por meio de penetracdo traumatica direta pelo tecido da pele e também pela
ingestdo. (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; NEGRONI, 2012, STRICKLAND;
SHI, 2021).

C. neoformans tem duas variedades, var. grubii e var. neoformans, com
sorotipos A, D e uma forma hibrida AD. O sorotipo A é responsavel pela maioria dos
casos de criptococose disseminada associada a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) na América do Sul, enquanto o sorotipo D prevalece em algumas
partes da Europa. Nas infec¢cdes causadas em seres humanos e outras espécies de
animais o Cryptococcus € encontrado na forma unicelular esférica com uma parede
celular dupla com um ou mais brotamentos ou blastoconidios. Pode ou ndo estar
rodeado por uma capsula com diferentes espessuras e pode atingir um diametro maior
gue o da prépria levedura. Esta cdpsula € a sua caracteristica mais peculiar e pode
ser observada por preparacfes frescas em tinta da China diluida ou por observacéo
em microscopio de contraste de fase (ARECHAVALA et al, 1993;
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CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; NEGRONI, 2012; PERFECT; CASADEVALL,
2002).

E um patégeno oportunista que causa infeccbes em imunossuprimidos,
gerando cerca de um milhdo de infec¢des por ano, e continua sendo a doenca mais
fatal em pacientes com AIDS no mundo, afetando também individuos
imunocompetentes. Estas espécies causam doencas em cerca de um milhdo de
pessoas por ano, com mais de 625.000 mortalidades, e destas, cerca de 1/3 estédo
associadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), causando 220.000 casos de meningoencefalite
criptococica e 180.000 mortes a cada ano (BYRNES et al., 2011; MURDOCK et al.,
2014; PARK et al., 2009, ZARAGOZA, 2019, GUSHIKEN et al., 2021).

As leveduras desenvolvem-se em meios de cultura de rotina, como agar
Sabouraud dextrose. Depois de 3 ou 4 dias de incubagéao, tanto a 28°C quanto a 37°C,
0 desenvolvimento de colbnias lisas € observado com uma aparéncia mucoide que &
inicialmente branca e, em seguida, torna-se castanho claro. O exame microscopico
destas colbnias revela a presenca de leveduras em brotamento, semelhantes as
observadas nos tecidos, mas com uma capsula mais fina. As leveduras de C. gattii

tendem a ser ovais e maiores (NEGRONI, 2012).

Cryptococcus produz varios fatores de viruléncia que permitem o organismo a
sobreviver a mudancas ambientais devido a diversos mecanismos relacionados ao
seu crescimento e sobrevivéncia. Alguns destes mecanismos de viruléncia do fungo
estd relacionado a capsula polissacaridea criptocdcica, composta quase em sua
totalidade de glucuronoxilomanano (GXM), galactoxilomanano (GalXM) e
manoproteinas. GXM interfere diretamente nas fun¢des das células T e migracdo de
neutrofilos, jA GalXM pode induzir a desregulacao de citocinas e apoptose de linfécitos
T. GXM e GalXM séo capazes de estimular a fagocitose de macrofagos e podem
alterar a producao de citocinas que afetam a maturacdo das células dendriticas e a
apresentacdo do antigeno. A capsula aumenta drasticamente de tamanho e
espessura durante a infeccdo ou quando cultivada em condi¢cdes de indugdo ao
hospedeiro. A capsula também pode mascarar os PAMPs que podem ser
reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) das células do
hospedeiro, impedindo que ocorra a fagocitose dentro das vesiculas e fornecendo

protecdo contra espécies reativas de oxigénio e peptidios antimicrobianos. Além
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deste, existem outros mecanismos como a melanina, que desempenha um enorme
papel na patogénese de uma enorme variedade de fungos, incluindo Cryptococcus. A
melanina acumula na parede celular do fungo e auxilia 0 organismo a sobreviver a
mudanca de temperatura, metais pesados e principalmente a estresse oxidativo
provocado pelo fagolisossomo dos fagdcitos com a secrecéo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) (FANG, 2004; SAMARASINGHE et al.,2018, LIU
et al., 2021). A proteina antifagocitaria criptocécica 1 (Appl), que inibe a adesao e
ingestao da levedura bloqueia a fagocitose mediada por iC3b, € razoavel supor que
inibe a internalizacdo de C. neoformans bloqueando a interacdo das células fungicas
com o receptor do complemento (LUBERTO et al., 2003). Além disso, o Cryptococcus
pode secretar ureases e fosfolipases, duas enzimas que também fazem parte dos
fatores de viruléncia, sendo a urease atuando no processo de internalizacao do fungo
e a fosfolipase auxiliando na manutencdo da capsula fungica(FU et al., 2018;
SIAFAKAS et. al, 2007). Todos esses fatores permitem ao fungo desenvolver técnicas
para sobreviver a fagocitose, se esquivar da resposta imunoldgica e se disseminar

pelo organismo.

Figura 1: Ciclo do Cryptococcus. Os esporos/leveduras dessecados presentes em
excreta e ninhos de aves e em cascas de arvores em algum momento sao inalados
pelo hospedeiro, que em certas condicdes desenvolve infeccdo pulmonar que
agravada se dissemina pela corrente sanguinea, alcancando o cérebro e

desenvolvendo complicagdes no sistema nervoso central.
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Amostras ambientais

Disseminacéo via
corrente-sanglinea

Infecgéao pulmonar

Infecgado no SNC

Esporos f
leveduras

Excretas de
pombos

Adaptado de: LIN & HEITMAN, 2006.

Existem evidéncias que mostram que a maioria dos hospedeiros humanos
entram em contato com o0 organismo na primeira infancia (perfil de anticorpos
criptocécicos aumentando com a idade), sugerindo infeccdo latente ou infeccdo
repetida (GOLDMAN et al., 2001), o que leva a crer que a grande parte dos casos
clinicos da doenca se d& pela reativacdo de uma infeccdo assintomatica de longa
data. (COELHO, BOCCA, CASADEVALL; 2014) Depois que C. neoformans invade
os pulmdes ele pode se disseminar basicamente para qualquer 6rgdo do corpo. C.
neoformans demonstra tropismo pelo SNC, e tem a capacidade de cruzar a barreira
hematoencefalica e causar meningoencefalite. Varios métodos de tratamento vem
sendo investigados, mas combater o fungo é dificil, pois o estagio da doenca no
sistema nervoso central (SNC) acaba causando a mortalidade do individuo de forma
rapida (ARMSTRONG-JAMES et. al, 2014)

As infec¢des pulmonares sdo na maioria dos casos assintomaticas ou muito
leves. No entanto, podem envolver tosse, dor toracica pleuritica, febre, dispnéia, perda
de peso e mal-estar. Pneumonia e sindrome da angustia respiratéria aguda foram
relatadas principalmente em pacientes imunocomprometidos (CAMPBELL, 1966;
NADROUS et al., 2003; VOELZ; MAY, 2010).
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1.2 Resposta Imunoldgica ao Cryptococcus

E sabido que o principal mecanismo de defesa que o hospedeiro tem para
impedir a evolucdo da criptococose é a imunidade mediada por células, que vai atuar
suprimindo o crescimento de leveduras, e por consequéncia, impedindo sua
disseminacao para o pulméao (VECCHIARELLI et al., 2013).

Para que ocorra a contencdo de Cryptococcus, as respostas das células T
CD4" auxiliares, seguido pelo recrutamento pulmonar e ativacdo de leucécitos sdo
essenciais para o controle da infeccdo criptococica (MOMIN; WEBB, 2021). A
resposta dos leucocitos a infeccéo criptocdccica é composta por uma combinacgao de
células mieldides e linféides, as quais sdo capazes de inibir o crescimento ou matar o
organismo in vitro (BLANCO; GARCIA, 2008; ROMANI, 2004; TRAYNOR;
HUFFNAGLE, 2001). Os neutréfilos e macrofagos séo células chave na resposta inata
contra o Cryptococcus dos tecidos. Entretanto, ocorre pouca resposta inflamatdéria, ou
seja, baixo influxo de neutréfilos, linfécitos e macréfagos, em tecidos do hospedeiro
infectado (BLANCO; GARCIA, 2008; CLEMONS et al.,, 2000). A infiltracdo de
leucdcitos limitada pode ser devido ao GXM circulante de C. neoformans que provoca
a reducdo de L-selectinas a partir da superficie dos neutroéfilos, evitando assim o
primeiro passo no extravasamento. As L-selectinas sdo moléculas de adeséo
encontradas nos leucocitos que sdo necessarias para a migracdo dessas células para
os locais de infeccdo por meio de adesédo ao endotélio vascular. Assim, a perda de L-
selectina resulta em numeros limitados de leucocitos nos locais de infec¢do, o que
explica, em parte, a reduzida resposta inflamatéria do hospedeiro contra este fungo
(BLANCO; GARCIA, 2008; CLEMONS et al., 2000).

A defesa inata comeca na submucosa através da opsonizacao alternativa do
Cryptococcus pelo complemento, o que permite uma fagocitose eficiente por
neutroéfilos, macréfagos e células dendriticas (CDs) (KOZEL et al., 1989; SALLUSTO
et al., 1995; VAN ASBECK et al., 2008; WIESNER; BOULWARE, 2011). As CDs sao
as sentinelas do pulmao além de poderosas células apresentadoras de antigenos
(APCs), que atuam para localizar o patdégeno no endolisossoma apos a fagocitose, e
0 organismo € eficientemente degradado e processado, com 0s peptideos antigénicos

apresentados em moléculas de superficie do complexo principal de
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histocompatibilidade classe 2 (MHC-Il) (SALLUSTO et al.,, 1995; WIESNER,;
BOULWARE, 2011; WOZNIAK; LEVITZ, 2008).

Enquanto no tecido linfatico secundario, as células T naive ou virgens se
diferenciam em células T efetoras. Uma vez ativados por uma subpopulacdo de
células T efetoras, os macréfagos também tém a sua funcdo no combate a infeccao
fungica. Os macréfagos atuam na parte da cascata de sinalizacdo pro-inflamatéria
através de IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que atuam para promover o
recrutamento secundario de linfécitos. Os macrofagos ativados pela via classica (M1)
por citocinas Thl, como IFN-y, sdo conhecidos por sua alta capacidade de matar
organismos fagocitados, através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) (VECCHIARELLI, 2000a; WIESNER; BOULWARE,
2011). Entretanto, os macrofagos ativados pela via alternativa (M2) por citocinas Th2,
como IL-4 e IL-13, citocinas anti-inflamatérias que estdo associados com a
cicatrizacdo de feridas e ndo sdo eficientes contra Cryptococcus. Portanto, a
polarizacdo de macréfagos para um fendtipo M2, que ocorre naturalmente durante a
infec¢do com o C. neoformans, em uma linhagem H99, resulta em crescimento fungico
descontrolado, disseminacao e exacerbacéo da doenca (ARORA et al., 2005; ARORA
et al.,, 2011; GORDON, 2003; LEOPOLD et al., 2014; MOSSER; EDWARDS; 2008;
MULLER et al., 2007).

O Fator estimulador de col6nias de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF) € uma
citocina expressa por uma variedade de células pulmonares, incluindo células T
ativadas, macrofagos, fibroblastos e células epiteliais. O GM-CSF ativa macrofagos
aumentando sua atividade fungicida e desempenha um papel complexo no
desenvolvimento da imunidade anticriptocdcica nos pulmdes, sendo necessario para
0 recrutamento inicial de leucocitos para o pulmao, movimento dos leucdcitos
recrutados no espaco alveolar e a formacédo de focos inflamatérios no pulméo.
(BLANCO; GARCIA, 2008; CHEN et al., 2007; TRAYNOR; HUFFNAGLE, 2001).

A eficacia da resposta imune adaptativa resultante na remocdo de
Cryptococcus esta totalmente relacionada as respostas Thl e Th2 que atuam sobre
o resultado da infecgéo, pois a resposta predominante de citocinas Thl sobre Th2
fornece uma protecao aos camundongos contra infec¢ao, enquanto que a infeccao é
exacerbada sob uma condi¢éo Th2 dominante, fazendo com que o fungo se dissemine
no organismo (KAWAKAMI, 2004; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014
MURDOCK et al. 2014). Goldman et al., trouxeram a ideia de que doencas
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respiratérias como asma e sindromes respiratdrias alérgicas onde o perfil TH2 acaba
sendo predominante poderiam ter maior probabilidade de exposicdo prévia a um
agente patogénico fungico (GOLDMAN.; DAVIS; BOMMARITO; SHAO;
CASADEVALL, 2006). Cryptococcus ja demonstrou uma capacidade de polarizar o
sistema imune, trocando a protecao pela supressao da resposta imune e inducao da
imunidade humoral em um ambiente propicio, que tem como caracteristica presenca
de IgE dependente de IL-4, producdo de muco dependente de IL-13 por células
caliciformes, eosinofilia dependente de IL-5 e comprometimento pulmonar funcional,
gue também sdo caracteristicas tipicamente descritas na asma (GOLDMAN et al.,
2001; GOLDMAN et al., 2006; MULLER et al., 2007; GULL et al., 2013).

A imunidade adaptativa também desempenha um papel importante na
promocéao da eliminagdo fuangica pulmonar (VECCHIARELLI et al., 2013; ZHANG et
al., 2009). As respostas Th1l/Thl7 mostraram ser menos prejudiciais para o
hospedeiro devido a consequente reducdo da carga fangica, auséncia de eosinofilia
ou danos das vias aéreas e auséncia de taxas de Imunoglobulina E (IgE) sistémica
(GIBSON; JOHNSTON, 2015; ZHANG et al., 2009). No entanto, o papel de Th17 na
defesa contra o Cryptococcus ndo estd completamente elucidado, pois tem-se
observado que quando uma resposta do tipo Th17 € bloqueada, ndo ha nenhum efeito
sobre a sobrevivéncia de camundongos com infeccdo pulmonar experimental

A expressao das citocinas Th1l, caracterizada pela producdo de IFN-y, aumenta a
resisténcia contra o fungo, com a contencéao do Cryptococcus em granulomas (CHEN
et al., 2005; DECKEN et al, 1998; HOAG et al., 1995; HOAG et al., 1997; KAWAKAMI
etal., 1999a; MURDOCK et al., 2014), enquanto que uma resposta Th2, caracterizada
pela producédo de IL-4, IL-5 e IL-13, prejudica a eliminacdo e promove danos
imunomediados nos pulmdes em modelos de criptococose experimental em
camundongos. (ARORA et al., 2005; BLACKSTOCK; MURPHY, 2004; KAWAKAMI et
al., 1999b; KOGUCHI; KAWAKAMI, 2002; 18-23; MULLER et al., 2007; MURDOCK et
al., 2014). Embora uma resposta predominantemente do tipo Thl resulte na
sobrevivéncia dos camundongos, uma polarizacdo Th1l muito forte ndo pode evitar a
disseminacdo para o cérebro e a elevada mortalidade, sendo insuficiente para uma
protecdo significativa contra linhagens altamente virulentas. Portanto, a presenca
simultanea de citocinas Th2 pode ser favoravel nesse caso, reduzindo os danos aos
tecidos devido a intensa resposta inflamatéria causada pela forte polarizagdo Thl.

Essa disseminacao para o cérebro provavelmente ocorre devido aos mecanismos de
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viruléncia do Cryptococcus que sdo responsaveis pelo forte tropismo pelo SNC
(COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; ZHANG et al., 2009).

Pesquisas realizadas por Guillot et al., utilizando a linhagem de célula epitelial
brénquica humanas (BEAS-2B),para simular in vitro o epitélio do trato respiratério
superiores, observaram aumento da producéo da IL-8 em resposta ao C. neoformans,
no entanto, apenas no mutante acapsular (GUILLOT; CARROLL; BADAWY,
QURESHI, 2008). Esta secrecao de IL-8 foi dependente dos fatores de transcricao
proteina ativadora 1 (AP-1) e fator nuclear kappa B (NFkB). Verificaram ainda que as
células brénquicas aumentaram a producdo de CXCL1. Curiosamente, 0 grupo
também foi capaz de estudar as respostas das células epiteliais bronquicas humanas
primarias (NHBE). Estas células como as BEAS-2B aumentaram a producéo de IL-8,
no entanto 0 aumento ocorreu tanto no C. neoformans encapsulado quanto acapsular.
Os autores sugeriram que a auséncia de resposta das células BEAS-2B as cepas
encapsuladas é provavelmente por causa da capsula e também pela falta de contato
fisico e aderéncia. Isto é apoiado por um trabalho anterior que demonstra que as
cepas acapsulares se ligam muito mais prontamente as células epiteliais (BARBOSA
et al. 2006, TEIXEIRA; PENHA; MENDONCA-PREVIATO,2014). E possivel que o
epitélio respiratorio entre em contato tanto com as formas encapsulada e acapsular

de Cryptococcus.

A capsula polissacaridica torna a imunidade humoral menos eficaz, mas essa
resposta permanece fundamental para a defesa criptocécica (WIESNER;
BOULWARE, 2011). A maioria dos estudos que avaliaram a resposta humoral contra
Cryptococcus basearam-se no polissacarideo capsular e antigenos da parede celular
e demonstraram alguns anticorpos monoclonais potencialmente protetores contra a
criptococose murina (VECCHIARELLI, 2005; ZHANG et al., 1997).

A capsula permite que o fungo consiga escapar da imunidade inata,
especialmente dos neutrofilos, que sdo os primeiros a chegar ao local da infeccao. Ela
também deprime a atividade de células T auxiliares CD4*, aumentando a funcéo das
células T citotéxicas CD8", e causando ativacdo policlonal de linfécitos B com a
formacdo de complexos imunes que ativam o complemento pela via alternativa. Um
excesso de producéo de antigeno capsular previne fagocitose efetiva e a formacéao de

granulomas epitelidides compactos que focalizam a infec¢éo e se associado a SIDA,



17

originam uma resposta imune desordenada que aumenta a destruigdo descontrolada
da imunidade mediada por células causada por HIV (NEGRONI, 2012).

1.3 Epitélios Respiratorios: A porta de entrada ao Cryptococcus

As vias aéreas estao ligadas ao meio ambiente externo e sempre expostas a
agentes infecciosos, tais como bactérias, fungos e virus. Para se proteger desses
agentes prejudiciais, os 6rgaos respiratorios dos hospedeiros desenvolveram um
sistema de defesa bastante sofisticado (KAWAKAMI, 2004). Um componente bastante
negligenciado da imunidade inata sdo as células epiteliais do trato respiratorio. As
células epiteliais brébnquicas das vias aéreas superiores e as células epiteliais
alveolares do Tipo | e do Tipo Il formam uma barreira fisica entre o ambiente externo
e os tecidos abaixo deles. Esta ndo é apenas uma barreira fisica, mas também uma
barreira de deteccdo que tem a capacidade de disparar o alarme imunol6gico muito
cedo na infeccdo com a liberacdo de uma série de citocinas e quimiocinas (BALS;
HIEMSTRA, 2004; CHOO et. al, 2015) Devido ao Cryptococcus entrar no corpo
através do trato respiratorio, os epitélios das vias aéreas sdo provavelmente as
primeiras células hospedeiras com as quais 0s criptococos tém contato proximo
(TAYLOR-SMITH, 2017).

O epitélio das vias aéreas detecta a entrada de microorganismos e responde
de acordo com o0 aumento de suas defesas. Essa resposta consiste em um aumento
na liberacéo de, por exemplo, peptideos antimicrobianos no limen das vias aéreas e
na liberacdo de quimiocinas e citocinas na submucosa que iniciam uma reagao
inflamatoria. Essa reacao inflamatoria inclui o recrutamento de fagocitos, que servem
para remover microorganismos que nao sao eliminados pelo préprio epitélio, e células
dendriticas e linfécitos que podem auxiliar na montagem de uma resposta imune

adaptativa.

O papel das células epiteliais na resposta inflamatéria a Cryptococcus e a
capacidade desta levedura para alterar essas reacdes epiteliais, tém sido pouco
observado. Acredita-se que células epiteliais respiratorias possam ter um papel no
processamento e apresentacdo de antigenos, jA que foi demonstrado que elas
expressam proteinas de MHC-Il, moléculas co-estimulatérias, e podem ativar as
células T (MERKEL; SCOFIELD, 2000; SALIK et al., 1999).
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Um grande namero de artigos usando a linha de células A549 foi publicado a
partir de meados da década de 1990. Essa linhagem de células epiteliais humanas do
tipo 1l pavimentou o caminho para inimeros projetos de pesquisa que investigam as
interacbes de microbios e o epitélio humano. As descobertas iniciais de Merkel e
Scofield (1997), demonstraram que C. neoformans encapsulado e acapsular podem
aderir as células epiteliais A549 em uma série de ensaios radiométricos. No entanto,
um aumento da aderéncia foi visto com o mutante acapsular cap67, um achado
também corroborado com um artigo mais recente (CHOO et. al, 2015). Além disso,
um elemento sensivel a temperatura para a aderéncia foi registrado. As células
criptococicas cultivadas a 37 ° C aderiram a células epiteliais mais do que aquelas
cultivadas a 25 ° C, apesar de criptococos crescidos a 25 ° C produzirem uma capsula
menor. A idade da cultura também afetou a aderéncia, com culturas mais antigas
aderindo mais as células A549. A aderéncia alterada também foi observada quando C.
neoformans foi cultivado com diferentes fontes de carbono, mas com variabilidade
entre diferentes cepas. Os resultados gerais indicam um ligante criptocécico que néo
€ apenas desmascarado com tamanho de capsula reduzido, mas também esta

presente apenas de uma maneira dependente do tempo e da temperatura.

Quase 10 anos depois, Barbosa et al., Usaram a linha celular A549 mais uma
vez para investigar a adesdo criptocécica as ceélulas epiteliais. Os autores
demonstraram que a adeséo do Cryptococcus as células A549 poderia ser bloqueada
com o0 uso de um anticorpo IgGl 18B7 de camundongo criado contra GXM
criptocécico (CASADEVALL et. al, 1998).0 pré-tratamento das leveduras
criptocdcicas ou das células epiteliais antes da co-incubacgéo resultou na reducéo da
adesao entre as duas, indicando GXM como um ligante crucial. O grupo também
mostra que GXM é capaz de ligar as células epiteliais diretamente, apoiando ainda
mais a conclusdo de que as células epiteliais podem reconhecer GXM. Esses
resultados, entretanto, parecem se opor aos de Merkel e Scofield (1997), que
mostraram que a falta de capsula (principalmente feita de GXM) resultou no aumento

da adeséo de Cryptococcus.

1.4. FPR2: Um Receptor envolvido em Processos Inflamatorios
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Receptores de peptideos de formil (FPR) sdo uma familia de sete receptores
de dominios transmembranares acoplados a proteina G que atuam na defesa do
hospedeiro e na inflamacgé&o, sendo o receptor 2 do peptideo N formil (FPR2/ALX) o
mais marcante desta familia, pois € o Unico membro da familia de receptores formil
gue interage com todos os tipos de ligantes, ou seja, lipidios, peptideos e proteinas e
por ter efeito pré6 ou anti-inflamatério dependendo de seus agonistas (SCHIMTZ
NUNES et al.,, 2020). FPR2 tem uma distribuicdo ampla e se expressa em uma
variedade de células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, a maioria, sendo todas as
células imunes, bem como células neuronais. (HE;YE, 2017). Inicialmente
reconhecido somente como um receptor de reconhecimento de padrdes, o FPR2
induz respostas pro-inflamatorias como por exemplo, apds a ativacdo pelo soro
amiloide A (SAA) (YE, et. al, 2009).

Porém, uma funcéo distinta para o FPR2 também é sua capacidade de resolver
a inflamacé&o por meio de mediadores lipidicos anti-inflamatérios como a lipoxina A4
(LXA4), resolvina D1 (RvD1) ou a proteina modulada por glicocorticéides anexina Al
(ANXA1), permitindo a resolucdo da inflamacio e o retorno & homeostase E
importante compreender como a ativagdo do FPR2 elicia diferentes respostas
celulares que levam a inflamacéo e sua resolucdo (CATTANEO, 2010). Por exemplo,
a ligacéo do soro amiléide A (SAA) aumentou a expresséo do NF-kB, enquanto o LXA4
suprimiu a atividade do NF-kB, sendo mediada pela ativacdo do GPCR que permite
a diversidade de cascatas de sinalizag&o intracelular induzindo a alteragéo do efeito
pré-inflamatério para pro-resolucdo (SERHAN, SAVILL, 2005 ). Colby et. al (2016)
realizou um trabalho no qual achados demonstraram uma das primeiras evidéncias
de que alteracbes na imunidade celular contra C.neoformans estdo associadas a
diferencas na producéo de LXA4 e na expressao de receptores, o que pode mostrar
uma possivel importancia do receptor ALX/FPR2 na regulacdo da inflamacéo e na

defesa antifangica do hospedeiro pulmonar.

Figura 2: O receptor FPR2/ALX e alguns de seus agonistas. A figura demonstra o
receptor FPR2/ALX que com um agonista especifico a resposta pode ser direcionada

para um perfil pré ou anti-inflamataorio.
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Adaptado de TYLEK et. al, 2021.

2 JUSTIFICATIVA

A criptococose atualmente é a infeccdo secundaria que mais mata pacientes
com HIV e AIDS, e sua capacidade de infectar individuos imunocomprometidos e
imunocompetentes em alguns casos, torna o estudo deste organismo importante. O
pulméo € a principal porta desse patdogeno para o0 corpo, é necessario estudar e
observar como atuam os mecanismos de defesa no controle da infeccdo como ele
impede o fungo de se disseminar, da mesma forma como o fungo interage com o
tecido pulmonar, como as células epiteliais brénquicas, que € um fator extremamente
negligenciado. O receptor 2 do peptideo N formil (FPR2 / ALX), um receptor acoplado
a proteina G (GPCR), pode ter efeito duplo (pr6 ou anti-inflamatoério) dependendo de
seus agonistas, por isso esse receptor vem sendo utilizado para investigar alternativas
para resolucao da inflamacéao, principalmente de doencas respiratorias.

3 HIPOTESE
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O receptor 2 do peptideo N formil pode direcionar ativacéo das células epiteliais

alveolar humanas tipo Il infectadas com C. neoformans.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar comparativamente os efeitos de Cryptococcus neoformans na
modulacdo da ativagcéo das células epiteliais alveolar humanas tipo Il sem o receptor
(A549) e nas céelulas com a presenca do receptor (A549rh/FPR2/ALX).

4.2 Objetivos especificos

Avaliar por ELISA o efeito dose-resposta de C. neoformans na producéo de IL-
6, IL-8, TGF-B1 e IL-10 por células epiteliais alveolares humanas tipo Il (A549) e
(A549rh/FPR2/ALX).

Avaliar por citometria de fluxo os efeitos da adesdo de C. neoformans nas das
células epiteliais alveolares humanas tipo Il (A549) e células epiteliais alveolares
humanas tipo Il transfectadas com o gene do receptor FPR2/ALX (A549rh/FPR2/ALX)

na producao dos fatores de transcricao fosfoNFkB e fosfoERK1/2

Avaliar a adeséo e internalizacdo de C. neoformans por das células epiteliais
alveolares humanas tipo Il (A549) e (A549rh/FPR2/ALX) através da citometria de

fluxo.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Células
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Células A549 transfectadas com vetor pcDNA3 sozinhas ou com cDNA do
receptor FPR2/ALX (doado pelo Dr. David Bruce Levy de Brigham and Women's
Hospital) (Bonnans et al., 2006) foram cultivadas em meio DMEM / F-12 (Gibco - Life
Technologies) acrescidas com soro fetal bovino a 10% (SFB) (Gibco - Life
Technologies), e antibiéticos 1% (penicilina, estreptomicina e gentamicina) (Gibco -
Life Technologies) em frascos de cultura (TPP) com area de crescimento de 75 cm2 e

capacidade de volume de 65 mL mantidos em uma estufa a 37 ° C e 5% de CO2.

5.2 C. neoformans

Todos os experimentos foram realizados com C. neoformans var. grubii cepa
H99 (ATCC MYA-4564). C. neoformans foi cultivado e mantido em agar Sabouraud
dextrose (BD Biosciences). Para estimulag&o celular, uma suspenséo de colbnia tnica
em caldo Sabouraud dextrose (BD Biosciences) foi preparada apds o crescimento até
a fase estacionaria inicial (48 h) a 37 ° C. Para a realizagcdo dos experimentos, as
colénias foram coletadas, e apos diluicdo em solugéo salina, os Cryptococcus foram
contados em camara de Neubauer, ajustando-se a concentragéo para 1 x 108, que
corresponde a 100 fungos por célula (MOI 100). Todos os procedimentos foram

realizados em condicfes estéreis, exceto a contagem do Cryptococcus.

5.3 Estimulagao

Células A549 e A549rh/FPR2/ALX (1 x 10° cel / mL) foram incubadas em placas
de 96 pocos e com excec¢ao dos controles, estimuladas com C. neoformans (100 MOI)
(PEREIRA et. al, 2021) e mantidas em estufa a 37 °C por 24h.

5.4 Producdes de IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-31

Os sobrenadantes foram coletados 24h apds a estimulagdo, e as
concentracbes de IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-B1 foram medidas por ensaios de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) de acordo com as instru¢des do fabricante (BD
Pharmingen, San Diego, CA , EUA).
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5.5 Expressdes fosfo-NF - kB e fosfo-ERK1 / 2

As vias de sinalizacdo do fosfo-NF-kB e fosfo-ERK1 / 2 foram avaliadas por
citometria utilizando o método de Oliveira et. al, 2015. Resumidamente, 24h apds
estimulacdo com C. neoformans com a presenca ou nao de receptor rhFPR2 / ALX,
as células foram fixadas com tampé&o Cytofix BD (4%) por 10 min a 37 ° C. Apds a
centrifugacéo, as células foram permeabilizadas em paraformaldeido gelado por 30
minutos e, em seguida, coradas com anticorpos monoclonais anti-fosfoNF-kB ou anti-
fosfoERK1 / 2 (BD Biosciences Pharmingen-Phosflow, EUA) ou seu isotipo
correspondente por 60 minutos seguido de incubacdo com o anticorpo secundario
marcado com FITC ou PE por mais 45 minutos no escuro. As células foram entdo
lavadas, ressuspensas e submetidas a analise. Uma expressao de moléculas de
sinalizagéo intracelular fosforiladas em 50.000 células viaveis por citometria de fluxo
(FACSCalibur; BD Biosciences Pharmingen).

5.6 Fagocitose in vitro

Para determinar os niveis de internalizagédo de C. neoformans durante a adesao
com as células A549, o método de Pereira et. al (2021) foi seguido. Resumidamente,
as células de levedura foram marcadas com isotiocianato de fluoresceina (FITC)a 0,1
mg / mL no escuro por 30 min seguidp de lavagem em PBS. Células A549 foram
estimuladas com C. neoformans por 24 h a 37 ° C, seguido por extensa lavagem com
PBS para remocao de fungos ndo aderentes. Alguns dos complexos de células
hospedeiras de fungos foram tratados por 10 min a 25 ° C com azul de Tripan (200 pg
/ ml). O azul de tripan é um agente de extingéo de fluorescéncia derivada de FITC e,
uma vez que nao é capaz de atingir o compartimento intracelular de células viaveis;
este corante € util para discriminar C. neoformans intracelular e associado a
superficie, extinguindo a fluorescéncia de células ndo internalizadas. O azul de tripan
nao ligado foi removido por lavagem extensiva com PBS e os complexos foram entéo

analisados por citometria de fluxo.

5.7 Andlise estatistica



24

A analise estatistica foi realizada usando o software “Prism” versdao 5 da
Graphpad (http://www.graphpad.com). Resultados expressos como média *+ erro
padrdo da média. A avaliacdo dos resultados foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA), seguida do poés-teste de Tuckey. Valores de p menores que 0,05 sdo

considerados estatisticamente significativos.

6 RESULTADOS

6.1 A producéao de IL-6 e IL-10 foi aumentada em células A549 e A549 / rhFPR2 /
ALX infectadas com C. neoformans

Primeiramente, avaliamos o efeito de C. neoformans na producdo das
citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-B1 em células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX. As
células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX infectadas com C. neoformans aumentaram
significativamente a concentracdo de IL-6 (Fig. 1A) e IL-10 (Fig. 1C) quando
comparadas aos grupos de controle. Nao foram observadas alteracdes significativas
na producao de IL-6 e IL-10 entre as células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX infectadas
com fungo. Nao foram observadas alteragdes na producao de IL-8 (Fig. 1B) e TGF-

B1 (Fig. 1D) entre os grupos.

Figura 3. Modulacéo da produgéo de citocinas em células A549 e A549 / rhFPR2 /
ALX estimuladas com C. neoformans e A549 / rhFPR2 / ALX. Células A549 e A549 /
rhFPR2 / ALX foram estimuladas com C. neoformans (MOI 100) por 24 h. Apés isso,
foram coletados os sobrenadantes de IL-6 (a), IL-8 (b), IL-10 (c) e TGF-$1 (d). As
concentragOes foram avaliadas por ELISA. Os resultados foram avaliados por uma
analise de variancia (ANOVA) seguida de um pés-teste de Tukey. * P <0,05 versus
grupo controle (A59). #P <0,05 versus grupo de controle (A549 / rhFPR2 / ALX).
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6.2 C. neoformans aumentou a fosforilacdo de ERK1 / 2 e NF-kB em células A549 e
A549 / rhFPR2 / ALX

Em seguida, avaliamos a ativacdo de ERK1 /2 e NF-kB por C. neoformans em
A549 e A549 / rhFPR2 / ALX. C. neoformans aumentou significativamente a
fosforilagdo de ERK1 /2 (Fig. 2A) e NF-kB (Fig. 2B) em ambas as células A549 e A549
/ rhFPR2 / ALX em comparacdo aos grupos de controle. Nao foram observadas
alteracdes significativas na fosforilagdo de ERK1 / 2 e NF-kB entre células A549 e
A549 / rhFPR2 / ALX infectadas com fungo. O controle A549 / rhFPR2 / ALX
apresentou menor nivel basal de ativacdo de NF-kB quando comparado ao controle

com células A549.

Figura 4. As fosforilagbes de ERK1 / 2 e NF-kB foram aumentadas em A549 e
A549rhFPR2 / ALX estimulado com C. neoformans (MOI 100) por 24 h. Depois, as
células foram recuperadas e o grafico de citometria de fluxo e grafico mostrando as
porcentagens de ERK1 / 2 (a), NF-kB (b), a fluorescéncia foi analisada a 50.000
células por citometria de fluxo. Os resultados foram avaliados por uma analise de
variancia (ANOVA) seguida de um pos-teste de Tukey. * P <0,05 versus grupo



26

controle (A549). #P <0,05 versus grupo de controle (A549 / rhFPR2 / ALX). &P <0,05
versus grupo controle (A549)
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6.3 N&o houve alteracdo na adesao e internalizacao de células C. neoformans A549
e A549 / rhFPR2 / ALX

As adesbes de células epiteliais de criptococos desempenham um papel
significativo na disseminacédo a partir dos pulmdes. Nao foram observadas diferencas
na aderéncia extracelular (Fig. 3A) e internalizacao (Fig. 3B) em A549 e A549 / rhFPR2

/ ALX estimulado por C. neoformans.

Figura 5. Nenhuma alteracdo na adesao e internalizacdo de C. neoformans ocorreu
nas células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX. C. neoformans foi incubado com FITC (0,1
mg / mL) no escuro por 30 min. A549 e A549 (rhFPR2 / ALX) foram estimulados com
C. neoformans (MOI 100). ApGs 24 h, as células foram recuperadas e analisadas por

citometria de fluxo para quantificar a superficie (a) e intracelular (b) de C. neoformans.
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7 DISCUSSAO

O papel das células epiteliais na resposta inflamatoria ao C. neoformans é
pouco explorado. O C. neoformans € capaz de modular varias respostas pulmonares
e pode exacerbar ou limitar a ativacdo de certos mediadores das células epiteliais.
Embora existam varios modelos animais de infec¢des criptocécicas, as diferencas
entre as células pulmonares de camundongos e humanas prejudicam uma visdo mais
ampla de como o C. neoformans interage com o epitélio pulmonar (BINGISSER,;
HOLT, 2001). A célula A549, uma linha celular derivada de um adenocarcinoma de
pulmdo humano (GIARD et. Al, 1973), provou ser muito Gtil em varios estudos
farmacologicos, toxicolégicos e estudos microbiologicos (NARDONE; ANDREWS,
1978; FOSTER et. Al, 1998 .) incluindo em C. neoformans (TAYLOR-SMITH, 2017)

Os receptores de peptideo formil sdo um grupo de proteina G acoplada a
receptores quimioatraentes que desempenham papéis importantes na defesa do
hospedeiro, inflamacgéo e processos de resolucédo (HE; YE et. Al, 2017; ZHUANG et.
al, 2020). FPR2 pode reconhecer diversos agonistas de formil peptideo. Devido a
varios estudos com lipoxina A4 (LXA4), um agonista antiinflamatério, o receptor FPR2
foi renomeado para FPR2 / ALX. Em um modelo experimental de criptococose, o
liquido do lavado broncoalveolar LXA4 foi elevado em camundongos C57BL / 6 (mais
suscetiveis a infeccdo) em comparagdo com camundongos C.B-17 (mais protetores
contra infeccéo). No entanto, uma maior inducao da expressao de FPR2 / ALX foi
observada em camundongos CB-17 infectados por C. neoformans quando

comparados a camundongos C57BL / 6 infectados por C. neoformans, o que poderia



28

estar associado a regulacédo da defesa do hospedeiro fungico no pulméo (COLBY et.
al, 2016)

IL-6 desempenha um papel fundamental na inflamacéo e infeccao (Jevnikar, et
al., 2019). Camundongos knockout para IL-6 infectados com C. neoformans
apresentaram aumento da quebra da barreira hematoencefalica, causando uma morte
mais rapida quando comparados aos camundongos do tipo selvagem (Li et al., 2015).
Reforcando isso, em um estudo com pacientes positivos para 0 virus da
imunodeficiéncia humana com meningite criptocécica, a alta concentracéo de IL-6 no
liquido cefalorraquidiano foi associada a respostas protetoras do hospedeiro, como
controle de infeccéo e integridade da barreira hematoencefalica. (Midiri et al., 2020).
N&o foi observada diferenca na producdo de IL-6 pela presenca ou ndo de FPR2 /
ALX em células epiteliais alveolares ap0s infeccao por C. neoformans, sugerindo néo
haver interferéncia direta desse receptor nos mecanismos pro-inflamatérios nessas

células.

A IL-8, € um mediador quimiotatico, principalmente de neutréfilos, que atua na
defesa do hospedeiro contra fungos, bactérias e virus (HARADA et. Al, 1994;
CHAUDHRY et al, 2013). Na obra de Guillot et. al, (2008) foi observado que C.
neoformans acapsulares viaveis sdo poderosos ativadores das células epiteliais
brénquicas (BEAS-2B), induzindo uma secrecao significativa de IL-8, que corresponde
a uma resposta inflamatoria aguda na célula. Nenhuma alteracdo na producéo de IL-
8 foi observada em A549 e A549 / rhFPR2 / ALX estimulados com C. neoformans
guando comparados aos controles, o que esta em desacordo com o estudo anterior
descrito acima. Os resultados da diferenga podem estar associados a diferenga entre
as ceélulas (BEAS-2B, linhas celulares de pulmé&o brénquico normal e A549, linha

celular de carcinoma).

A IL-10 é uma citocina com efeitos anti-inflamatoérios e imunossupressores,
auxiliando na reducéo da inflamacé&o. O aumento da producgéo de IL-10 em amostras
de sangue periférico de pacientes com criptococose esta geralmente relacionado a
disseminacdo da doenca e mortalidade precoce (MANABU et. Al, 2011; TEITZ-
TENNENBAUM et. Al, 2018). C. neoformans aumentou a concentracao de IL-10 em
A549 e A549 / rhFPR2 / ALX, sem diferencas entre eles, sugerindo que o0s
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mecanismos anti-inflamatoérios nessas células nao foram afetados pela expresséo de
FPR2 / ALX.

O TGF-B1 (TGF) é uma citocina multifuncional que desempenha um papel
central na patogénese de varias doencas cronicas na regulacdo das respostas
inflamatérias (LETTERIO; ROBERTS, 1998). O trabalho de Shao et. al., 2005
demonstrou que a expressdo do TGF- contribui para a persisténcia da infeccéo
criptococica durante os estagios cronicos da infec¢cdo, mas pode promover a liberacao
de lisozima pelos macréfagos, que possui acdo antifungica. o fungo foi incapaz de
modular a resposta de TGF-1 em ambas as células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX.

O NF-kB atua na inflamacao e na resposta do hospedeiro a varias infeccdes
(HAYDEN; GOSH, 2011). Pereira et. al., 2021 observaram que a atividade de NF-kB
em células epiteliais bronquicas (células BEAS-2B) pode ser desnecessaria para o
desenvolvimento de inflamacao das vias aéreas em resposta a C. neoformans. Este
trabalho esta de acordo com McDermmot et. al, 2018, que demonstrou, no modelo de
camundongo de criptococose, que a sinalizacdo de NF-kB em células epiteliais do
pulmao é totalmente dispensavel para inflamacdo das vias aéreas em resposta a C.
neoformans. (PEREIRA et al., 2021; McDermott et. Al.,, 2018). C. neoformans
aumentou a ativacdo de fosfo-NF-kB em A549 e A549 / rhFPR2 / ALX quando
comparado aos controles. Esses resultados estdo em desacordo com estudos
anteriores e podem estar relacionados a diferencas de modelos (in vivo e in vitro) ou
células (células BEAS-2B e A549) utilizadas. No entanto, esses resultados estao
associados a aumentos de IL-6 e IL-10, uma vez que ambas as citocinas poderiam
ser produzidas pelo NF-kB (Cao et. Al., 2006; Son et. Al., 2008).

A outra importante via de sinaliza¢éo para a inflamacao € a quinase regulada
por sinal extracelular (ERK), que participa de procedimentos regulatérios importantes,
como adesao celular, progressdo do ciclo celular e migragdo celular (Mercer,
D'Armiento, 2006). Estudos demonstraram que a capsula GXM de C. neoformans tem
a capacidade de diminuir a ativacdo de ERK em camundongos CD45 + do tipo
selvagem (Pericolini et al, 2010; Merkel, Scofield, 2000). C. neoformans aumentou a
ativacao de fosfo-ERK1 / 2 em A549 e A549 / rhFPR2 / ALX quando comparado aos
controles. Portanto, esses resultados, em associagcdo com os demais, sugerem que 0
FPR2 / ALX néo é essencial, pelo menos nas células A549, para modular o processo

de inflamagao na criptococose.
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A capacidade das células criptocécicas de aderir a superficie pulmonar do
hospedeiro é importante para o estabelecimento da doenca (MERKEL, SCOFIELD;
1997, BARBOSA et. Al, 2006, TAYLOR-SMITH, 2017). Vérios artigos foram
publicados tentando investigar os mecanismos de adesdao e internalizacdo do fungo a
C. neoformans em células epiteliais do trato respiratério (MERKEL, CUNNINGHAN,
1992; MERKEL, SCOFIELD, 1997; CHOO et. Al, 2015; CASADEVALL et. Al. , 1998;
BARBOSA et.al., 2006) Em nosso estudo, n&o foi observada diferenca na adesao e
internalizacdo de C. neoformans a células A549 e A549 / rhFPR2 / ALX, sugerindo
gue a presenca de FPR2 / ALX nao altera o patogenicidade do fungo. Mais estudos
com outras células e modelos in vivo sdo necessarios para avaliar o papel do FPR2 /

ALX na criptococose.

8 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o receptor FPR2 / ALX néo € capaz de

alterar as respostas inflamatoérias em células A549 infectadas com C. neoformans.
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