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RESUMO

A criptococose é uma infeccdo fungica, causada por espécies do género
Cryptococcus. E adquirida por meio da inalacdo de leveduras desidratadas ou
basididésporos. Além de estar associada a condi¢cdes de imunodepressao celular,
causada por C. neoformans, a doenca primaria pode acometer hospedeiros higidos,
pela infeccdo por C. gattii. A infeccdo inicia-se nos espacos alveolares do pulméao
pelo confronto das leveduras com os macréfagos, podendo disseminar-se para
outros tecidos, especialmente o SNC. Para o desenvolvimento nas condicdes
adversas do hospedeiro humano, as leveduras de C. gattii apresentam fatores de
viruléncia necessarios para a sua sobrevivéncia, como componentes da capsula, da
parede celular, a termotolerancia, a producdo de enzimas e ions. Atualmente, a
resisténcia de C. gattii as substancias disponiveis no mercado €é crescente, surgindo
a necessidade de realizar um levantamento de dados sobre os mecanismos pelos
quais os fungos conseguem burlar o sistema imunologico do hospedeiro. Diante
deste contexto, este trabalho visa realizar um levantamento bibliografico sobre os
mecanismos de resposta imune a infec¢cdo por leveduras basidiomicéticas de C.
gattii e sua relacdo com os fatores de viruléncia desse fungo e as estratégias
utilizadas para evasao do sistema imunolégico em modelo murino. Os mecanismos
de defesa contra os fungos sdo numerosos, abrangendo desde aqueles presentes
no nascimento, até os mais sofisticados, adquiridos durante a infec¢do. Algumas
evidéncias demonstram que 0s principais mecanismos continuam sendo as
respostas essenciais para o controle desse fungo, por meio da ativacdo de células
fagociticas e linfécitos T e B através de citocinas que medeiam o sistema
imunolégico. Embora a imunidade humoral tenha sido pouco estudada nas Ultimas
décadas, os estudos mostram que os anticorpos possuem funcdes relevantes
durante a infeccéo criptococica. Resultados pertinentes também foram obtidos em
estudos de fatores de viruléncia de C. gattii, principalmente em relacdo a urease. No
entanto, mais estudos sédo necessarios a fim de investigar cada etapa da infeccéo
por C. gattii, e assim possibilitar a escolha da terapia mais adequada e estratégias

para confeccdes de vacinas contra este patégeno.

Palavras-chaves: criptococose; macréfagos; urease; C. gattii; capsula.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a fungal infection caused by species of the genus Cryptococcus. It
is acquired through inhalation of basidiospores or dehydrated yeast. Besides being
associated with cell conditions of immunodepression caused by C. neoformans, it
can cause primary disease in healthy host, by the fungus of the same genus, C.
gattii. The disease begins in the alveolar spaces of the lung by the confrontation of
yeasts with macrophages and can disseminate to other tissues, especially the CNS.
For development in the adverse conditions of the human host, the cells yeasts of the
genus Cryptococcus exhibit virulence factors necessary for their survival, as
components of the capsule, the cell wall, the thermotolerance, and enzymes and ions
production. Currently, the resistance of C. gattii to drugs available on the market is
increasing, resulting in the need to deeply know of the mechanisms by which fungi
can evade from the host's immune system, so this work aims to conduct a study on
the mechanisms of host immune response against the C. gattii yeasts and their
strategies used for infection and evasion from the human immune system. The
defense mechanisms against fungi are numerous, ranging from those present from
birth, to the most sophisticated, being acquired during infection. Some evidence
shows that the main mechanisms still are essential answers to control this fungus,
through the activation of phagocytic cells and T and B lymphocytes by cytokines that
mediate the immune system. Although humoral immunity has been poorly studied in
the past decades, studies show that antibodies have important functions during
cryptococcal infection. Relevant results were also obtained in studies of virulence
factors of C. gattii, mainly related to urease. However, more research should be
required to investigate each stage of infection by C. gattii, thus enabling the choice of
the most appropriate therapy strategies for construction and vaccines against this

pathogen.

Keywords: cryptococcosis; macrophages; urease; C. gattii; capsule.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais relacionados aos fungos

Micologistas estimam que existam mais de um milhdo de espécies de fungos,
dos quais cerca de 400 sejam agentes de doenca em humanos. Este diverso grupo
de micro-organismos ocupa muitos nichos e, apesar de algumas espécies serem
benéficas para os humanos, como o uso na fermentacdo de pao, queijo, vinho,
cerveja e producdo de antibiéticos, outras podem causar doengas, como micoses e

micotoxicoses (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

As micoses podem ser classificadas clinicamente de acordo com os tecidos e
orgdos afetados. Sdo denominadas superficiais ou cutdneas, quando limitadas a
epiderme, subcutaneas, quando a infeccdo penetra significativamente na pele, e
sistémicas quando a infec¢do é profunda ou disseminada a 6rgaos internos. Ainda,
as micoses sistémicas podem ser divididas em: aquelas causadas por fungos
patogénicos capazes de infectar individuos higidos, e aquelas causadas por fungos
oportunistas, que infectam individuos imunocomprometidos (HARVEY; CHAMPE;

FISHER, 2008).

1.2 Género Cryptococcus

Os estudos com o género Cryptococcus comecaram em 1894, quando
Sanfelice isolou uma levedura de um suco de péssego, denominando-a
Saccharomyces neoformans. Outro agente isolado foi em uma lesdo tumoral de

quadril, descrito por Curtis (1896), o qual foi denominado Saccharomyces
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tumefaciens. Vuillemin (1901) examinou varias dessas culturas, mas como nhao
foram observados ascosporos do género Saccharomyces, ele inseriu essas

espécies no género Cryptococcus.

A fase teleomorfica, ou sexuada, de Cryptococcus neoformans foi descoberta
quando dois sorotipos D foram cruzados, recebendo o nome de Filobasidiella
neoformans. Em 1970, uma linhagem atipica de C. neoformans foi isolada de um
paciente leucémico, sendo descrita como C. neoformans var. gattii. Contudo, quando
as linhagens de sorotipos B e C foram cruzadas, um teleomorfo, que diferenciava de
F. neoformans, foi observado. Assim, isso resultou na descricdo de Filobasidiella
bacilispora, que, atualmente, corresponde a Cryptococcus gattii (BOVERS et al,

2008; LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004).

Em seu ciclo de vida, as espécies do género Cryptococcus apresentam
reproducao sexuada e assexuada. Na primeira, apresenta uma forma teleomorfica,
reproduzida in vitro, e a maioria dos isolados sdo heterotalicos, sendo o
heterotalismo controlado por um sistema de locus e dois alelos a e a. A fase
monocaridtica ocorre por conjugacao de duas células haploides geneticamente
compativeis. Apos a plasmogamia ou fusdo dos dois morfotipos, as hifas dicarioticas
se desenvolvem com ligacbes em ansa a partir dos conjugantes. Os basidios se
desenvolvem na porcéo terminal ou em ramificacdo lateral da hifa; estas estruturas
sao longas, delgadas, hialinas e sem septos, com uma dilatacdo abrupta do apice,
onde ocorre a cariogamia. O nucleo zigdético origina, ap0s meiose, quatro nucleos
hapldides, localizados em quatro sitios no apice do basidio, e se dividem por mitose

e de forma repetida para formarem, por brotamento basipetal, os basididosporos
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ovalados, elipticos ou globosos, unicelulares, gerando quatro cadeias de até 20
basididésporos, completando o ciclo sexual. Na assexuada, as espécies apresentam
uma forma anamorfica, como levedura globosa ou ovalada, variando de 3 a 8 um de
diametro, capsulada e reproduzindo por brotamento Unico ou mdultiplo a partir de

qualquer ponto da parede celular (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004).

Nas ultimas décadas, um grande namero de técnicas de tipagem molecular
tem sido utilizado para estudar a epidemiologia dos isolados de C. neoformans.
Essas técnicas incluem: a cariotipagem, a amplificacdo aleatéria de DNA polimorfico
(RAPD), o polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), estudos
de hibridizacdo em DNA, andlise de polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) fingerprinting. Essa
altima tem sido muito utilizada durante o curso da pesquisa epidemioldgica global
desses isolados, divididindo mais de 400 isolados clinicos e ambientais em oito tipos
moleculares. VNI/VNII (var. grubii, sorotipo A), VNIl (sorotipo AD), VNIV (var.
neoformans, sorotipo D), VGI, VGII, VGIIl e VGIV (var. gattii, sorotipo B e C).
Nenhuma correlacdo entre sorotipo e tipo molecular foi encontrado para C.
neoformans var. gattii. Os tipos moleculares foram recentemente confirmados
através da andlise em RFLP do gene para a monofosfato de orotidina pirofosforilase

(URAD) e 0 gene para a fosfolipase (PLB1) (MEYER, 2003).

C. neoformans correspondia a duas variedades flingicas, com quatro
sorotipos: var. grubii (A), var. neoformans (D), hibrido (AD) e var. gattii (B e C)
(KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). Atualmente, a variedade gattii € reconhecida

como uma nova espécie, principalmente devido as diferencas antigénicas do
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principal polissacarideo capsular, a glucuronoxilomanana (GXM) e a quantidade de
dados genéticos apontando diferencas entre as variedades. Assim, a espécie

passou a ser denominada Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG & VARMA, 2006).

Além das diferencas de sorotipos, as espécies se diferenciam quanto ao
fendtipo, a bioguimica, a epidemiologia e aos seus nichos ecoldgicos. No estado
anamorfico, ndo se diferenciam fenotipicamente, mas no estado teleomorfico, as
diferencas sdo muito evidentes: na espécie C. gattii, os basididsporos apresentam-
se baciliformes e de parede lisa, enquanto na espécie C. neoformans, sdo esféricos,
alongados e cilindricos e com a parede ligeiramente rugosa. Bioquimicamente, o
teste CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol) € utilizado para diferenciar estas
leveduras, pois a grande maioria dos isolados de C. neoformans sédo sensiveis a L-
canavanina. Desta forma, esta espécie ndo assimila a glicina como Unica fonte de
carbono e nitrogénio, assim, ndo ocorre crescimento e o pH permanece inalterado,
conservando a cor original do meio. Entretanto, C. gattii € naturalmente resistente a
L-canavanina, sendo capaz de crescer no meio, utilizando a glicina como Unica fonte
de carbono e nitrogénio, produzindo a amoénia, elevando o pH do meio e modificando
a cor do indicador de pH, o azul de bromotimol para azul cobalto ou azul esverdeado

forte (PEREIRA, 2012).

A distribuicdo das leveduras na natureza é muito ampla e pode estar
associada especialmente a vegetais em decomposicao, frutos e restos organicos de
aves, principalmente pombos. A espécie C. neoformans é geralmente isolada a partir
de excretas de aves e pombos urbanos (Columba livia), sendo considerada ubiqua

no ambiente. C. gattii tem sido isolado, principalmente, a partir de amostras de
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eucaliptos, como Eucaliptus camaldulensis, E. tereticornis e E. gomphocephala. No
Brasil, C. gattii foi isolado em varias regides geogréficas, especialmente na Bahia,

Séo Paulo, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (DINIZ, 2012).

Os estudos relacionados a associacado de C. gattii as espécies de eucalipto
foram importantes para a compreensao da ecologia desse micro-organismo, sendo
descrito inicialmente na Australia (SORREL et al., 1996). Atualmente, sabe-se que
0s eucaliptos ndo sdo habitats naturais especificos nem associacdo especifica com
C. ogattii, mostrando que esse micro-organismo possui diferentes padroes
geograficos, podendo habitar arvores nativas de regides especificas e ja tem sido
isolado a partir de espécimes vegetais nativos e introduzidos, tais como Cabori
(Miroxilum peruiferum), Sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides), e Oiti (Moquilea
tomentosa) (RELATORIO TECNICO, 2008; BALTAZAR & RIBEIRO, 2008; DINIZ,

2012).

A distribuicdo geogréafica destes fungos foi considerada por muito tempo
restrita a regides tropicais e subtropicais, entretanto, este paradigma, atualmente, foi
guebrado, uma vez que foi relatada a presenca de C. gattii em regides de clima
temperado, principalmente, a partir da ocorréncia de uma epidemia causada por este
patégeno nas ilhas Vancouver, Canadd (CHAKRABARTI, 1997; FYFE, 2008; KIDD,

2004).
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1.3 Criptococose

A criptococose, ou torulose, blastomicose européia, doenca de Busse-
Buschke, é a infeccéo fungica, causada por espécies do género Cryptococcus que
acomete seres humanos e uma grande diversidade de animais (KWON-CHUNG &

VARMA, 2006).

A infeccdo é adquirida por meio da inalacdo de propagulos fungicos, como
leveduras desidratadas ou basidiosporos, e ap0s a inalacdo pode ocorrer
disseminagdo hematogénica. A doenca inicia-se no pulmao nos espacgos alveolares,
e as leveduras criptococicas sdo reconhecidas pelos macréfagos, podendo
disseminar sistemicamente para o tecido ésseo, a pele, a préstata e, principalmente
para o sistema nervoso central. A interacdo primaria entre o macréfago alveolar e a
célula da levedura pode ser um fator determinante para saber se a doenca sera ou

nao desenvolvida (MITCHELL; PERFECT,1995).

Pode-se observar na figura 1, adaptada de Li & Mody (2010), a rota da

infeccéo.
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Fig. 1. Diagrama ilustrativo mostrando as vias de propagac¢do das leveduras do género Cryptococcus
a partir de varias fontes ambientais até o hospedeiro causando doenca. Adaptado de Li & Mody
(2010).

A micose abrange duas entidades distintas do ponto de vista clinico e
epidemioldgico: criptococose oportunista, cosmopolita, associada a condicbes de
imunodepresséo celular, causada principalmente por C. neoformans; e criptococose
primaria de hospedeiro aparentemente imunocompetente, endémica em areas
temperadas, causada principalmente por C. gattii, comumente associada a surtos

(RELATORIO TECNICO, 2008).

Em infec¢des por C. gattii, principalmente sorotipo B, predomina uma lesao
pulmonar regressiva, a qual é geralmente indetectavel, ou um nédulo periférico no
pulméo que se diferencia de um tumor maligno. Quando atinge o sistema nervoso
central pode ser subaguda ou crbnica e € frequentemente confundida com

meningoencefalite e outras infec¢des virais ou bacterianas (LAZERA et al., 2005).
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C. gattii pode causar uma meningoencefalite, com ou sem lesdes pulmonares,
gue geralmente leva a uma elevacdo da presséo intracraniana, dano aos nervos
cranianos e hidrocefalia. J4 foram relatados casos de cegueira e perda de audicéao

(LIN & HEITMAN, 2006).

1.4 Resposta imune ao género Cryptococcus

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra os fungos sdo numerosos,
abrangendo desde aqueles presentes do nascimento a fase adulta (imunidade inata
ou inespecifica), e os adquiridos e induzidos especificamente durante a infeccdo ou
doenca (imunidade adaptativa ou especifica). O resultado da infeccdo por espécies
do género Cryptococcus é determinado por respostas de varios tipos celulares,
dessas duas formas de imunidade, tais como: células natural-killer (NK), linfécitos e
macréfagos. Essas Ultimas células iniciam o contra-ataque ao micro-organismo nos
tecidos do hospedeiro, constituindo um dos principais mecanismos de defesa contra

a infeccao criptococica (BLANCO & GARCIA, 2008; MA & MAY, 2009).
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1.5 Mecanismos de evaséo de Cryptococcus dos tecidos do hospedeiro

A sobrevivéncia e proliferacdo de espécies do género Cryptococcus é muito
comum, sendo tal comportamento relevante para a sua patogenicidade, por sua
capacidade de disseminacdo e laténcia. As leveduras intracelulares podem ser
transportadas por macrofagos a varias partes do corpo sem ficar expostos aos
perigos extracelulares, tais como componentes do complemento ou agentes
antimicrobianos presentes na circulagdo sanguinea. Dentre 0s principais

mecanismos de evasdo, pode-se citar: “Cavalo-de-Troéia”, “Transferéncia Lateral’ e a

Transcitose (MA & MAY, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Para saber como a resposta imune do hospedeiro € estabelecida frente a um
determinado patdgeno fungico, o estudo bibliografico torna-se indispensavel para a
realizacdo de pesquisas futuramente, e assim, permitir a busca do tratamento

adequado e prevencéao da doenca.

Devido ao crescente aumento no numero de casos de criptococose em
individuos imunocompetentes e a resposta a infeccao diferente entre os individuos
infectados, surge a necessidade de explorar, de forma mais profunda, os
mecanismos pelos quais C. gattii consegue burlar o sistema imunolégico do
hospedeiro, com enfoque em modelos murinos, proporcionando, assim, um

embasamento inicial para o estudo clinico posteriormente.

Além disso, este conhecimento pode servir como ferramenta para a
confeccdo de vacinas e, principalmente antimicrobianos, devido a crescente selegao

de amostras resistentes de fungos as drogas disponiveis no mercado.



24

3. OBJETIVO

O presente trabalho tem por finalidade realizar uma revisdo bibliografica
acerca dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro frente as leveduras
basidiomicéticas de Cryptococcus gattii, e as estratégias utilizadas por este

patdgeno para infeccdo e evasao do hospedeiro em modelos murinos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Buscando atender ao objetivo proposto, a pesquisa foi abordada de forma
qualitativa sobre o tema escolhido, por meio de revisao bibliogréfica. O levantamento
foi realizado de forma a construir um conhecimento acerca dos mecanismos de
resposta imune & infeccdo por Cryptococcus gattii, relacionando os fatores de

viruléncia e a sua evaséo do hospedeiro em modelos murinos.

As principais bases cientificas de dados utilizadas foram: Google Scholar,
PUBMed (United States National Library of Medicine National Institutes of Health),
SciELO (Scientific Electronic Library Online), Biblioteca Central da Universidade
Federal de Minas Gerais, entre outros. Para a pesquisa dos artigos, as seguintes
palavras-chave foram: “Cryptococcus gattii”, “resposta imune a fungos”,

“criptococose” e outros termos relacionados.

Os artigos relacionados ao tema foram selecionados a partir de revistas
cientificas nacionais e internacionais, entre os anos 2003 e 2012, no periodo de

maio de 2012 a janeiro de 2013.
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5. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

5.1. Respostaimune a Cryptococcus gattii

5.1.1 Imunidade inata

A imunidade inata ou inespecifica € a primeira linha de defesa do hospedeiro,
a qual é formada desde o nascimento. Apesar de ndo apresentar uma
especificidade, esta resposta € capaz de distinguir estruturas préprias de néo-
préprias do corpo. A pele e as membranas mucosas sdo as barreiras fisicas
principais em uma determinada infeccao fungica, visto que em suas células epiteliais
e endoteliais, substancias antimicrobianas sédo produzidas visando a eliminacéo do
patogeno. Além disso, organismos comensais habitam tais regides, fazendo parte da
microbiota normal, impedindo assim que outras espécies possam se instalar e
causar doenca. Se os fungos ultrapassarem essas barreiras fisicas, estes
organismos podem se deparar com uma série de componentes dos mecanismos
imunolégicos, como membranas celulares, receptores celulares, fatores humorais,
neutrdfilos, leucocitos mononucleares (macréfagos e mondcitos), células dendriticas,

células NK e T yd (BLANCO & GARCIA, 2008).

Além disso, o reconhecimento de fungos patogénicos pode ser mediado por
determinados tipos de receptores de superficie celular, denominados receptores de
reconhecimento de padrbes moleculares (PRRs). Tais estruturas incluem os
receptores Toll-like (TLRs), proteinas da familia de receptores celulares que mediam

0 reconhecimento dos patdégenos microbianos e a consequente ativacédo inflamatoria



27

em vertebrados e invertebrados. Esses receptores, em geral, reconhecem proteinas
antigénicas, denominadas padrfes moleculares associados ao patégeno (PAMPS),
frequentemente compartilhadas por classes de micro-organismos. De forma direta
ou indireta, PAMPs estimulam a imunidade inata, atuando como agonistas para
PRRs. Quando sao reconhecidos por PRRs de células apresentadoras de antigenos
(APCs) e células T e B, os PAMPs ativam a sintese de quimiocinas, induzindo a
expressdo de moléculas co-estimulatorias para promover a ativacdo da imunidade
adaptativa durante a apresentacdo do antigeno. Essa ativacdo leva a producédo de
espécies reativas de oxigénio, que podem provocar a morte do patébgeno
(MACPHERSON & AUSTIN, 2012; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010;

BLANCO & GARCIA, 2008).

Os peptidios antimicrobianos, como histatinas, defensinas e catelicidinas, sao
moléculas efetoras que mediam a imunidade inata e adaptativa e possuem ampla
acdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e contra
fungos. Eles ativam quimiocinas durante a infeccédo e inflamacdo, desempenhando
algumas fung@es: inativam fungos através de multiplos efeitos diretos em suas
membranas, atacam alvos externos especificos, exibem efeitos adjuvantes e
polarizantes no desenvolvimento da célula dendritica, e apresentam uma influéncia
direta sobre as respostas imunes adaptativas, ativando fatores imunes distintos,

como TNF-a, IL-1 e IFN-y (MIZOBE-ONO, 2006; BLANCO & GARCIA, 2008).

As células dendriticas sdo também APCs, principalmente para linfocitos T,
podendo fagocitar C. gattii. Essas células atuam como sentinelas para o

reconhecimento do patégeno infeccioso, de forma a induzir uma resposta imune
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adaptativa. A resposta das células dendriticas ao género Cryptococcus € mais
intensa do que por macrofagos alveolares ou derivados de mondcitos, com as
manoproteinas constituindo os antigenos presentes na capsula destes fungos, que
sdo reconhecidos especialmente por essas células. Juntamente com o DNA
criptocdocico, as manoproteinas ativam as células dendriticas, sendo essa ativacéo

dependente de Toll-Like Receptor-9 (TLR-9) (MA & MAY, 2009; LI & MODY, 2010).

O sistema complemento € composto por uma cascata de proteinas
especificas que sao ativadas pelo sistema imunoldgico, apresentando trés principais
vias: a MB lectina (ligacdo da manose a superficie do patdgeno), a alternativa
(superficie do patdogeno na auséncia de anticorpos) e a classica (complexos
antigeno-anticorpo) (VOELZ, 2010). E parte central da primeira linha de defesa do
hospedeiro contra a infec¢ao criptococica e, através da opsonizacao do patégeno e
atracdo das células efetoras fagociticas, realiza preparacdes importantes para a
resposta imune, porém espécies do género Cryptococcus podem ser resistentes a

formacéo de poro e lise durante o MAC (VOELZ & MAY, 2010).

Em um estudo envolvendo a investigacdo do papel das vias do complemento
durante a infeccdo por Cryptococcus gatti em camundongos deficientes de
componentes da via classica ou alternativa, verificou-se que aqueles deficientes de
fator B morreram mais rapido do que os selvagens, devido a uma carga fungica
elevada, indicando que a via alternativa desempenha uma funcdo essencial na
resisténcia da infecgéo por C. gattii. Outros camundongos, deficientes em C1q e C4,
nao morreram tao rapido do que aqueles que eram selvagens, mostrando que a via

classica néo foi essencial para a protecdo desse patdégeno. Entretanto, a deficiéncia
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de C3 foi mais prejudicial do que a de fator B, conforme demonstrado pela morte
rapida de alguns camundongos. H& duas diferencas fundamentais entre
camundongos deficientes de fator B e C3: 1) o primeiro pode ainda opsonizar com
fragmentos C3, e 2) a via MB lectina permanece funcional na auséncia de fator B,
embora a quantidade de C3 depositada é esperada ser reduzida. Portanto, a via MB
lectina também desempenha um papel importante durante a infeccéo criptococdcica,
principalmente a infec¢do causada por C. gattii, pela ligacdo da MBL murina a essa

espécie (MERSHON, 2009).
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Fig. 2. Resumo das Vias do Sistema Complemento ativadas durante a infeccdo do género
Cryptococcus. A levedura pode ativar a via classica (mediada por anticorpo) e a via alternativa
(mediada pela superficie microbiana). Ambas eventualmente convergem na formagdo de C3-
convertase e a clivagem de C3 em C3a e C3b. C3B ou facilita a opsonizacdo do patégeno e amplia a
fagocitose, ou permite a clivagem de C5 em Cba e C5b. C5a funciona como um mediador das
respostas inflamatérias e atrai as células efetoras fagociticas, considerando que C5b inicia a
formacdo do complexo de ataque a membrana (C5b, C6, C7, C8, C9). Contudo, o género
Cryptococcus é resistente a formacdo do poro e lise celular pelo MAC. fB, fator B; fD, fator D.
Adaptado de VOELZ & MAY, 2010.

5.1.2 Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa ou adquirida requer o reconhecimento de moléculas
especificas do patdgeno, sendo caracterizada por especificidade, memodria e
tolerancia imunologica e € mediada por linfocitos T e B. A imunidade adaptativa
necessita de ativacao e proliferacéo de clones especificos desses linfécitos, a partir
de uma célula progenitora, alcangcando uma massa critica de células efetoras que

possam lidar com o agente infeccioso. Assim, tal resposta ocorre mais lentamente
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do que os mecanismos inatos de defesa, embora seja mais robusta em casos de re-

infeccdo (MACPHERSON & AUSTIN, 2010).

Os fagocitos, como macrofagos e células dendriticas, apresentam o0s
antigenos protéicos, via MHC aos receptores de células T (TCR) localizados na
superficie de linfécitos. Os TCRs de cada linfécito interagem de forma especifica
com um unico antigeno. Cada linfocito T € dividido em: células T citotoxicas (Tc),
gue atacam e destroem diretamente células do hospedeiro infectadas com o
patégeno, e células T auxiliares (Th) (do inglés helper), que secretam proteinas
denominadas citocinas de forma indireta que, por sua vez, ativam outras células

para combater o patégeno (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Os linfécitos T CD4" e CD8' desempenham um importante papel na
erradicacao da infeccao criptocdcica. Estas células podem utilizar granulisina, como
molécula efetora, para eliminar espécies do género Cryptococcus. De forma
especial, os linfocitos T CD4+ requerem a expressao de IL-2RB, dependente de
PI3K, que é um pré-requisito para o recrutamento dessas células. Por outro lado, na
imunidade inespecifica, as células NK protegem contra a infeccdo, utilizando
perforina como molécula citolitica, sendo dependente de PI3K e ERK1/2 (LI &

MODY, 2010).

5.1.3 Imunidade celular

A defesa do hospedeiro contra as espécies do género Cryptococcus requer

principalmente a imunidade mediada por células. A infeccdo € determinada por
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varios tipos celulares e suas citocinas, que compreendem um grupo de proteinas
soluveis, produzidas por leucdcitos, cuja funcdo € mediar a resposta imune, atraves
da ativacdo das células efetoras que combaterdo o patégeno fungico. As principais
citocinas do hospedeiro sdo: IL-2 e IL-12 (resposta Thl) e IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-
13 (resposta Th2), incluindo também TNF e IFN. Um aumento nos niveis de
citocinas, como IL-10 e IL-4, favorece a progressdo da doenca, visto que IL-10
apresenta um papel na inibicdo da ativacdo macrofagica. Tais citocinas séo ativadas
apos a infeccdo dos patdgenos extracelulares e resulta em uma imunidade mediada

por anticorpos (MA & MAY, 2009; VOELZ, 2010; HOLE, 2012).

As citocinas ja citadas anteriormente e, principalmente outras, estdo
envolvidas na protecéo contra Cryptococcus gattii. IL-4 e IL-13 reduzem a habilidade
do hospedeiro em combater a infeccdo causada por esse fungo, enquanto o
aumento da expressao de citocinas associadas a resposta Thl resulta em melhor

deplecéo do fungo, devido a ativacdo de macrofagos (VOELZ, 2010).

Durante a infeccdo criptocécica, o balanco dessas citocinas é mantido
principalmente por células efetoras fagociticas, como: DC, neutroéfilos, linfocitos
primarios, células NK e células T yd. As células NKT podem estimular a producéo de
elevadas concentracdes de IFN-y pela estimulagcdo de seus receptores antigénicos.
Apos a infecgdo, essas células foram encontradas sendo recrutadas para o pulméo,
para desencadear uma resposta que levara ao controle da infeccdo (Thl), porém
sem desencadear as respostas que possam levar a infeccéo (Th2). Ao contrario, as
células T yd (gama-delta) desempenham um papel redutor da imunomodulacédo no

desenvolvimento da resposta Thl e resisténcia do hospedeiro contra o patdégeno.
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Assim, as células T yd podem atuar para equilibrar as respostas Thl e Th2 pela
supressdo da resposta Thl exagerada causada por células NKT. Essas funcdes
contrastantes entre células NKT e T yd® sugerem que essas respostas imunes nao
sao as unicas para a inducao da defesa do hospedeiro, mas também para equilibrar

o nivel de defesa (MA & MAY, 2009).

Os estudos que avaliam a resposta imune do hospedeiro as infeccbes
criptocécicas tém sido realizados com a utilizacao de C. neoformans como um micro-
organismo modelo. Entretanto, varios estudos sugerem, hoje em dia, que o0s
mecanismos para mediar a protecdo contra a infeccdo por C. neoformans diferem
daqueles que induzem protec&o contra C. gattii. Segundo estudos experimentais, C.
gattii pode sobreviver em hospedeiros imunocompetentes através da supressao da
resposta imune. A linhagem R265 de C. gattii, o isolado mais predominante do surto
ocorrido na ilha de Vancouver (Canadd), mostrou ser mais supressora em
camundongos comparado aqueles infectados por C. neoformans. Em camundongos
infectados por C. gattii, houve a reducéo do recrutamento de neutréfilos para o local
da infeccdo e a diminuicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias (HOLE &

WORMLEY JR., 2012).

5.1.4 Imunidade humoral

Embora poucos estudos sugiram que 0s anticorpos possam ter um papel
fundamental nas infec¢des fungicas, a imunidade humoral ndo era bem estudada
devido a dificuldade em demonstrar anticorpos ao patdégeno por técnicas

imunoldgicas existentes, gerando resultados inconsistentes. Assim, acreditava-se
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gue somente a imunidade mediada por células oferecia amplas funcdes na defesa
do hospedeiro contra fungos, enquanto a imunidade mediada por anticorpos nao
apresentava nenhuma importancia. Porém, nas ultimas décadas, mostrou-se que
este tipo de imunidade pode oferecer protecdo aos patdégenos fungicos se certos
tipos de anticorpos protetores estiverem disponiveis em quantidade suficiente. As
principais funcdes reconhecidas da imunidade humoral em tais infec¢des incluem:
prevencdo de aderéncia, neutralizacdo de toxinas, opsonizacdo de anticorpo e

citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (BLANCO & GARCIA, 2008).

Os anticorpos contra proteinas criptococdcicas e polissacarideos da capsula
destes fungos podem ser encontrados em individuos sem nenhuma infeccéo
aparente na rotina clinica, indicando infec¢cbes latentes ou assintomaticas.
Observou-se em estudos de criptococose, que a administracdo passiva de anticorpo
ligado a capsula prolonga a sobrevivéncia e/ou diminui a carga fangica do
hospedeiro. Tais anticorpos revertem o efeito protetor da cépsula por meio da
opsonizacao, potencializando a fagocitose dependente do receptor Fc e da ativagao

da via classica do complemento (VOELZ & MAY, 2010).

A protecdo contra a infeccdo € dependente do isétipo do anticorpo,
concentracdo e especificidade. Em estudos com o género Cryptococcus a partir de
modelos murinos, percebe-se que anticorpos idénticos em suas regides variaveis,
porém se diferenciando, nas regides constantes, mostram afinidade de ligacéo e
especificidade a um antigeno peptidico univalente e, assim, subgrupos de anticorpos
desenvolvidos do mesmo linfécito B podem ser protetores ou nao-protetores de

acordo com alguns padrdes caracteristicos (anular ou pontual). Embora derivados
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do mesmo linfécito B, estes dois subtipos reconhecem areas espacialmente distintas
da capsula criptocécica, e apenas um padrao de opsonizacdo pode induzir uma
resposta imune protetora em camundongos. A predominéancia de anticorpos
protetores comparado a ndo-protetores determina a eficacia da imunidade mediada
por anticorpos a infeccdo criptococica, devido as pequenas diferencas nas
especificidades no epitopo do anticorpo apresentarem um grande impacto no efeito
protetor. Aqueles que séo protetores mostram uma distribuicdo pontual na capsula, e
esses com um padrao anular de distribuicdo sdo nao-protetores (VOELZ & MAY,

2010).

A concentracdo do anticorpo desempenha uma importante funcédo para a
protecdo do hospedeiro. Em modelos murinos, a resisténcia a infeccdo pode
depender da proporcdo de anticorpos anti-criptococicos produzidos quando esses
animais séo infectados por espécies do género Cryptococcus. Entretanto, a eficacia
desses anticorpos pode ser perdida se induzida ou passivamente administrada em
excesso. Ha uma evidéncia que mostra que o efeito protetor de anticorpos é no
minimo parcial, devido a interacdo com a imunidade mediada por células.
Camundongos que possuem deplecdo de citocinas, como IFN-y, ndo podem ser

protegidos pela administragcdo passiva de anticorpos IgG1l (VOELZ & MAY, 2010;

HOLE & WORMLEY JR., 2012).

Apesar do conhecimento sobre estudos animais de isétipos de anticorpos
protetores, a eficacia de varios isétipos de imunoglobulinas contra a infeccao
criptococica pode variar entre humanos e camundongos, requerendo cuidados na

tentativa de traduzir achados em modelos animais e leva-los para a clinica. Esses
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anticorpos apresentam diversas vantagens, além das citadas anteriormente, uma
vez que podem inibir a formacéo de biofilme criptococico, alterar o metabolismo de
lipideos, resultando em sensibilidade as drogas antifungicas com atividade
antifingica direta e modulacdo da resposta imune do hospedeiro (HOLE &

WORMLEY JR, 2012).

Embora ainda existam controvérsias em relacdo a imunidade mediada por
anticorpos durante a infeccao por Cryptococcus gattii, had necessidade de realizar
novos estudos. O papel protetor de anticorpos contra a criptococose ja foi observado
em um estudo no qual revela que a ocorréncia natural de IgM (nlgM) é essencial
para a prevencdo da criptococose em camundongos. A criptococose é mais grave
em camundongos que nado apresentam IgM no soro e também em camundongos
deficientes de IgM secretoria (slgM), com essa Ultima resultando em mortalidade,
devido a carga fangica elevada no sangue e cérebro, comparados aquela observada

em camundongos infectados com a cepa selvagem (HOLE & WORMLEY JR, 2012).
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5.2. Fatores de viruléncia de C. gattii e sua relagdo com o sistema imunoldgico

Leveduras do género Cryptococcus possuem Varios fatores de viruléncia, que
permitem o0 seu desenvolvimento no hospedeiro humano, propiciando o
estabelecimento da relacdo parasitaria e contribuindo no processo da doenca.
Dentre os principais fatores de viruléncia deste género destacam-se a
termotolerancia, os componentes da parede celular e da capsula, a capacidade de
adesdo, os receptores de horménios e a producdo de enzimas, como lacases,

ureases e fosfolipases B (KUROKAWA, 1998).

A tabela 1, adaptada de Ashwin et al. (2009), expbe uma série de fatores de

viruléncia de C. gattii e seus papéis frente ao hospedeiro.
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Tabela 1 — Fatores de viruléncia

Fator

Funcéo

Capsulas e polissacarideos associados

Evasédo da fagocitose;

Reducao da apresentacdo do antigeno;
Reducéo da producéo de citocinas;

Inducdo de células T supressoras, que
inibem imunidade mediada por células;
Inibicdo da resposta das células T por GXM;
Inibicho pela GXM da migracdo de
leucdécitos aos sitios de inflamacao.

Melanina Protecdo contra a radiacéo UV,
Protecdo contra radicais livres derivados de
oxigénio e nitrogénio;
Pode contribuir ao tropismo pelo SNC;
Contribui a carga celular negativa.

Manitol Sugestdo de aumento na pressdo

intracranial;

Protec&o contra estresse;

Protecdo contra radicais livres derivados de
oxigénio.

Proteases extracelulares

Atividade proteaolitica;

Pode contribuir com a degradagdo de
proteinas envolvidas na integridade tecidual
e imunidade do hospedeiro.

Produtos da rota da lacase

Oxidacao de difenol;
Sintese de melanina;
Degradacédo de lignina da madeira.

Superoxido-dismutase

Protecdo contra estresse oxidativo;
Protecdo contra ruptura oxidativa produzidas
por células imunes efetoras.

Fosfolipases

Invasdo tecidual pela degradacdo de
lipideos de membrana dos mamiferos e
surfactante pulmonar.

Urease

Funcéo exata desconhecida;
Pode agir na transferéncia de Cryptococcus
para o SNC.

Fator de transcrigao stea
(em células de mating-type a)

Seu aumento pode levar a sintese da
difenoloxidase (que é uma lacase).

Crescimento a temperatura fisiol6gica (37°C)

Sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro

Toler&ncia a pH baixo

Sobrevivéncia e persisténcia no ambiente

Tolerancia a niveis elevados de sal

Sobrevivéncia e persisténcia no ambiente

Mudanca fenotipica

Mudanca no tamanho da capsula — variante
mucoide mais virulenta, variante mais lisa
supostamente capaz de ultrapassar a
barreira hematoencefalica.

FONTE: Ashwin, 2009.
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Dentre os fatores citados na tabela acima, os mais importantes sdo a
presenca da capsula polissacaridica, a producdo do pigmento melanina e as

enzimas.

5.2.1 A cépsula polissacaridica

Os componentes capsulares predominantes sdo o0s polissacarideos
glucuronoxilomanana (GXM), determinante dos sorotipos A, B, C, D e AD, e a
galactoxilomanana (GalXM), um polissacarideo de pequeno tamanho. A GXM
constitui cerca de 90% da capsula, dentre residuos de manose, conectados com
grupos laterais de xilosil e glucuronil, enquanto GalXM apresenta uma estrutura mais
elaborada, apesar de constituir apenas 7% da massa capsular. Além disso, h&a
outros componentes que constituem a fracdo menor da capsula, como as
manoproteinas, que tém sido foco de varios estudos imunoldgicos, pelo seu
envolvimento na inducéo da imunidade mediada por células e producéo de citocinas.
Embora ainda ndo esteja bem definido se as manoproteinas sdo componentes
capsulares, as manoproteinas, quando manosiladas ou glicosiladas, atuam como
antigenos criptocécicos, promovendo a maturacdo e ativacdo das células
dendriticas, sendo responsaveis pela estimulacdo da resposta aos linfécitos T

(BOSE et al., 2003; MA & MAY, 2009).

A céapsula criptocococica pode variar de tamanho dependendo das condi¢cbes
ambientais. Durante a infec¢do por Cryptococcus gattii, ha um aumento significativo
deste polissacarideo, podendo ser induzido in vitro por concentragfes elevadas de
CO,, pela limitacdo de ferro e contato com os macrofagos. Assim, os efeitos da

capsula sdo benéficos para o proprio fungo, pois o encapsulamento dificulta a



40

fagocitose por neutroéfilos, mondcitos e macrofagos. Além de inibir a fagocitose, a
levedura por meio da capsula pode também inibir a sintese de citocinas pro-
inflamatorias, inativar o sistema complemento por meio do bloqueio da fixacdo de
C3b e da via classica, reduzir a migracao de leucdcitos para o local da infeccéo e
suprimir a expressdo de moléculas de adesdo (BOVERS, 2008; GOULART, 2009;

RELATORIO TECNICO, 2008).

Fig. 3. Capsula de Cryptococcus gattii. Célula leveduriforme em brotamento corada com

tinta da india apds 2 dias a temperatura ambiente em agar Littmann. Adaptado de Bovers (2008).

A cépsula provavelmente funciona como um inibidor do sistema complemento
durante a resposta do hospedeiro, como o ataque aos fungos pela fagocitose,
inibindo a via classica e reduzindo a atividade de C3-convertase pela remocao
eficiente de C3b e, assim, restringindo a amplificagdo da atividade. Assim, as
diferencas na ativacdo do complemento entre C. neoformans e C. gattii pode ser
importante para a viruléncia de certas linhagens do sorotipo B. Alguns dados

recentes de ensaios de sobrevivéncia de fator B ou camundongos deficientes em
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C3, apos a infeccdo por C. gattii, sugeriram que as vias do sistema complemento

contribuem para a protecdo do hospedeiro (VOELZ & MAY, 2010).

Em um estudo envolvendo os sorotipos do género Cryptococcus, o qual
correlaciona as propriedades fisico-quimicas e estruturais de 5 amostras de GXM na
habilidade de estimular a producéo de 6xido nitrico (NO) e ativar o fator nuclear kB
(NF-kB) em células que expressam, ou TLR2/TLR1, ou TLR2/TLR6, verificou-se que
a amostra de GXM do sorotipo B de Cryptococcus gattii é especialmente eficiente na
ativacdo dessas respostas celulares, juntamente com propriedades sorologicas
especificas e com o diametro reduzido de moléculas polissacaridicas. De acordo
com tal estudo, a resposta celular a essa amostra de GXM foi sempre mais intensa
em células que expressam TLR2/TLR1 do que as que expressam TLR2/TLR6, e os
niveis elevados de ativacdo de NF-kB foram obtidos quando as células HEK293A
foram expostas ao sorotipo B. Além disso, ao utilizar um modelo de producéo de NO
por macrofagos neste estudo, foram observados que os polissacarideos com
dimensdes reduzidas induziram uma resposta celular mais forte, sendo esta
propriedade exclusiva de amostras de GXM do sorotipo B. Portanto, esses isolados
que produzem pequenas moléculas de GXM manifestariam uma habilidade para

ativar alguns mecanismos da resposta imune (FONSECA, 2010).

O estudo da interagéo entre os diversos componentes de Cryptococcus gattii
com ceélulas que inicialmente interagem com 0 mesmo € relevante para o
entendimento dos fatores de viruléncia e da resposta imune a esse fungo. A GXM
pode interagir com as ceélulas pulmonares por meio de TLRs e do receptor CD14,

resultando na producdo de quimiocinas que contribuirdo para 0 processo
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inflamatorio. Com essa interacéo, pode ocorrer 0 aumento da expressao de CD40 e
CD86, a reducao da expressao de MHC de classe Il e, posteriormente, a inducao da
producado de IL-10 com a reducéo da producédo de citocinas apés estimulo com LPS

(NOGUEIRA, 2012).

5.2.2 O pigmento melanina

A producdo de melanina é outro fator de viruléncia importante. Sua sintese é
catalisada por uma lacase, ocorrendo quando componentes fendlicos, como
catecolaminas, estdo presentes. A producdo desse fator de viruléncia que se
deposita na parede do fungo é proveniente de substratos contendo dopamina e da
acdo de enzimas como a fenoloxidase. C. gattii e C. neoformans apresentam
tropismo pelo SNC, uma vez que o cérebro é rico em substratos para a fenoloxidase.
A capacidade de produzir melanina € caracterizada pela formacdo de coldnias
marrons em meios com extrato de sementes de Niger, ndo ocorrendo em outras

espécies do género Cryptococcus (BOVERS, 2008; RELATORIO TECNICO, 2008).

No ambiente, a melanina pode proteger a levedura de fatores fisicos, como a
luz ultravioleta, as altas temperaturas, congelamento e descongelamento. Além
disso, a melanina pode exercer protecdo contra agentes oxidantes, possuindo certa
afinidade a metais e radicais livres, podendo estabilizar essas substancias em
sistemas biolégicos e promover armadilhas aos elétrons desemparelhados para
evitar algum dano em potencial. O papel antioxidante da melanina do género
Cryptococcus pode ser particularmente importante a temperatura de 37°C, cuja

atividade da superdxido dismutase é reduzida (MA & MAY, 2009; URAN, 2008).
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Alguns autores observaram que as células criptocococicas recuperadas de
tecido cerebral humano sdo melanizadas e os estudos de inativacdo do gene para a
sintese de melanina indicam que cepas selvagens de Cryptococcus gattii produtoras
de melanina sdo mais virulentas. As células melanizadas sdo menos susceptiveis
aos oxidantes em comparacao com as nao-melanizadas. Esses resultados sugerem
gue a melanina pode ampliar a viruléncia, protegendo os fungos do ataque das

células efetoras do sistema imunolégico (MA & MAY, 2009).

5.2.3 As enzimas

Além de lacases, Cryptococcus gatti também produz proteinases,
fosfolipases e ureases. As proteinases degradam proteinas do hospedeiro, como
colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores do complemento. A
multiplicacdo de C. gattii no interior de macréfagos é acompanhada pela producao
dessas enzimas, levando a lise da membrana macrofagica e, conseqiiente dano aos
tecidos do hospedeiro. J& as fosfolipases sdo um grupo heterogéneo de enzimas
que sdo capazes de hidrolizar uma ou mais ligacdes-éster em glicerofosfolipideos.
Como a proteinase, a hidrélise das ligacdes pela fosfolipase pode resultar na
desestabilizacdo das membranas, provocando lise da célula hospedeira, e liberagcéao

de metabdlitos lipidicos secundarios (MA & MAY, 2009).

A urease é uma enzima que catalisa a hidrélise da uréia a carbamato e

constitui um importante fator de viruléncia para certos micro-organismos. A urease
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do género Cryptococcus, denominada Urel, € um fator de viruléncia relevante
nestes fungos e segundo Ma & May (2009), camundongos infectados com uma cepa
mutante urel, com deplecdo da urease, apresentam uma maior sobrevivéncia
gquando comparados aqueles infectados com a cepa selvagem. Os padrdes de
disseminacdo no encéfalo, baco e outros 6rgdos apdés a inoculacdo intravenosa
diferenciaram-se daqueles da cepa selvagem, levando a hipétese mais aceita de
que a Urel é importante na invasdo ao SNC pela captacdo da levedura por

macrofagos nos microcapilares do cérebro (MA & MAY, 2009).

Para se proteger contra os efeitos danosos de radicais livres produzidos por
macréfagos e neutrdfilos, Cryptococcus gattii ainda pode produzir outras enzimas,
como uma oxidase alternativa (AOX1), glutationa peroxidase (GLR1) e a superoxido
dismutase (SOD). Esta ultima enzima converte o anion superéxido em peroxido de
hidrogénio, prevenindo a geracdo de moléculas téxicas e radicais hidroxila. A
maioria dos eucariotos expressa duas formas de SOD: a SOD que se liga ao cobre e
zinco (SOD1p), encontrada no citoplasma, e a SOD mitocondrial (SOD2p). A
SOD1p, segundo alguns estudos anteriores, desempenha um papel crucial na
patogénese de isolados de C. neoformans, apresentando varios modos de acao,
como proteger a levedura contra a morte fagocitica; guardar a maquinaria celular da
levedura contra as condicbes de estresse; e, além disso, € necessaria para o
processamento adequado de varios fatores de viruléncia. J& a SOD2p € muito
importante para a viruléncia de C. gattii a temperatura de 37°C, sob alta tensédo de
oxigénio (19-20%), enquanto essa enzima nao € necessaria na presenca de

antioxidante, como acido ascoérbico. Além disso, SOD2p € essencial para a

manutencdo do fungo sob condicbes de estresse (osmaticos e oxidativos) e
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limitantes de nutrientes. Em um modelo murino de criptococose, nem sempre a
SOD2p é necesséria para a protecdo de C. gattii contra os mecanismos de morte
por PMN, muito menos os fatores de viruléncia. Estas descobertas, juntamente com
estudos prévios, indicam que SOD1p e SOD2p desempenham funcfes essenciais e
independentes na biologia e viruléncia deste patdgeno fangico primario, via dois

modos de acéo distintos (NARASIPURA, 2005; VOELZ & MAY, 2010).

5.2.4 Outros fatores

Vérias observacdes de autores apontam que o mating-type pode ser um fator
de viruléncia importante na infeccado por espécies do género Cryptococcus. Como
outros basidiomicetos, a recombinacdo genética pode ocorrer quando dois
morfotipos distintos (a e a) se reconhecem e se fundem um ao outro para produzir
um dicarion filamentoso, resultando em um estado dipldide transitério a / a, que
imediatamente sofre meiose, com posterior esporulacdo, produzindo uma progénie
hapléide a e a. As células de mating-type a sdo muito mais prevalentes do que
células mating-type a. Isso pode ser comprovado de acordo com uma pesquisa feita
com isolados clinicos e ambientais desses fungos, mostrando que o MAT a é 40
vezes mais abundante no ambiente e 30 vezes mais abundante em isolados clinicos
do que o MAT a. Portanto, essa comprovacao justifica-se pelo fato da maioria dos

isolados clinicos da ilha de Vancouver ser MAT a (MA & MAY, 2009).

A mudanca fenotipica, como um fator de viruléncia para Cryptococcus gattii,
ja foi observada em procariotos e eucariotos, sendo um processo reversivel e
detectavel em uma fracdo de células. Ela pode ocorrer pela expressao espontanea

do gene que promove o escape do reconhecimento pelas células do sistema
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imunologico e a adaptacdo a um novo ambiente. Essa mudanca fenetipica tem sido
observada, até o momento, nos sorotipos A, B e D de isolados de C. neoformans, e
tal mudanca sempre provoca alteracdes na viruléncia, causando efeitos na capsula
polissacaridica ou na morfologia da parede celular. No caso da morfologia da parede
celular, a mudanca reversivel foi encontrada entre dois tipos de colénia (mucdides e
lisas). A mudanca para colénias mucoides (paredes espessas) foi observada durante
a infeccdo pulmonar, resultando em ampla sobrevivéncia intracelular devido a
espessura da capsula. Entretanto, as colonias lisas (parede delgada) puderam
disseminar pelo SNC em camundongos infectados, porque colonias lisas
atravessam a barreira hematoencefalica com mais facilidade. Além disso, a
mudanca fenotipica também influencia o resultado da resposta imune. Enquanto,
colénias mucoides resultam em uma resposta mediada por neutréfilos e macréfagos,
as colbnias lisas resultam em uma resposta mediada por linfocitos (JAIN et al., 2006;

MA & MAY, 2009).

Outro fator de viruléncia importante é o zinco, o qual é considerado como um
micronutriente indispensavel para todos os organismos vivos, principalmente fungos.
Ele € um componente catalitico estrutural para o funcionamento de varias proteinas
durante o metabolismo fungico, o que pode ser comprovado pelo fato de cerca de
3% do proteoma necessitar de zinco para o seu funcionamento adequado. Por isso,
os mamiferos desenvolveram uma estratégia de defesa contra estes micro-
organismos, indisponibilizando zinco por meio da formacdo de complexos deste ion
com proteinas, tais como calprotectina. Esta proteina € um componente da

imunidade inata, encontrada principalmente na saliva, que inibe o0 crescimento
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microbiano por meio da competicdo pelo zinco (SCHNEIDER et al., 2012; MIZOBE-

ONO et al., 2006).

Os estudos sobre o metabolismo de zinco em fungos patogénicos foram mais
focados em Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus fumigatus e Candida albicans,
devido a descoberta de fatores de transcricdo (Zaplp, ZafA e Csrlp,
respectivamente), que regulam o metabolismo de ions em tais espécies. A quelacao
de zinco pela calprotectina parece ser importante durante as interacdes entre as
células criptococécicas e do sistema imunoldgico, como o neutréfilo, sendo a
calprotectina constituindo 50% do teor protéico do citoplasma desta célula. Segundo
Schneider e colaboradores (2012), o homélogo funcional de S. cerevisiae, Zaplp, foi
caracterizado em C. gattii e utilizado para analisar a influéncia do zinco com relacao
a viruléncia criptococécica. Isso levou a descoberta de quatro evidéncias que
apoiam a hipotese de que a Zapl de C. gattii € um fator de transcricdo para a
homeostase de zinco, as quais sdo: 1) os niveis de Zapl elevam em resposta a
privacdo de zinco; 2) através da analise in silico da sequéncia protéica de Zapl,
foram identificados varios dominios de zinco, comuns a todos os homélogos
encontrados em outros fungos; 3) Zapl estd associada com a regulacdo da
expressao de transportadores de zinco. Em mutantes “knockout” para este fator em

C. gattii, os niveis de transcritos génicos, que codificam os transportadores da

familia ZIP sdo muito reduzidos comparados a outras células; e 4) o crescimento da
cepa C. gattii contendo zaplA € diminuido nas condi¢cdes limitantes de zinco.

Consequentemente, os mutantes “knockout” de C. gattii para o fator de transcricdo

ZAP1 exibiram viruléncia atenuada em modelo de criptococose murina intranasal,
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associando com macrofagos e cepas complementares nos ensaios de fagocitose

(SCHNEIDER et al., 2012).

6. Mecanismos de evasao de Cryptococcus gattii nos tecidos do hospedeiro

O mecanismo de disseminacido, denominado “Cavalo de Tréia”, apdia-se na
observacdo de que C. gattii foi descoberto desenvolvendo-se no interior de
macréfagos em infeccdes latentes e cronicas. As células criptococécicas podem
cruzar o endotélio dos vasos sanguineos do cérebro via esse mecanismo,
envolvendo a migracdo de células efetoras fagociticas com o fungo no seu interior.
Além disso, as espécies deste género mostram-se capazes de infectar diretamente
um macrofago a partir de outro sem estes fungos estarem expostos ao ambiente
extracelular, mecanismo este denominado “transferéncia lateral”, sendo dependente

de actina (MA & MAY, 2009; KRONSTAD et al., 2011).
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Fig. 4. Possiveis rotas para Cryptococcus para o cruzamento da barreira hematoencefélica: 1)
Mecanismo “Cavalo-de-Troia”; 2) Transferéncia lateral; e 3) Transcitose. Adaptado de Ma & May,
20009.
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Por outro lado, C. gattii pode utilizar outro mecanismo para cruzar a barreira
hematoencefalica: a transcitose, que € um processo em que tais fungos chegam ao
cérebro por meio da passagem direta entre as células endoteliais dos vasos
sanguineos. De forma surpreendente, as células fangicas podem exibir, durante a
transmigracdo ao ceérebro, uma morfologia distinta, com formato ovodide,
apresentando um broto na superficie celular, sugerindo que uma mudanca

morfologica possa ocorrer como parte desse processo (KRONSTAD et al., 2011).
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Fig. 5. InteracBes de células fungicas com as células fagociticas, e a disseminacado fungica
através da barreira hematoencefélica. As células fangicas no pulméo (painel esquerdo) séo
fagocitadas por macrofagos alveolares e outras células fagociticas, tais como neutrofilos. Entretanto,
a subpopulacdo de células gigantes nos pulmdes é refrataria & fagocitose e pode permanecer
extracelular. Na auséncia de células efetoras do sistema imune, o fungo prolifera intracelularmente e
extracelularmente. As células fungicas podem escapar dos fagossomos de macréfagos por um
mecanismo de expulsdo que mantém a viabilidade de ambos os tipos celulares. O processo de
expulsdo pode também resultar em movimento do fungo célula a célula, quando resulta em
passagem de leveduras entre macréfagos adjacentes. Células fungicas podem estar contidas dentro
de macrofagos por inibicdo transitoria de expulsdo, causada pela formacdo de um envoltério de
actina. As células fungicas livres ou que estao no interior das células fagociticas entram na corrente
sanguinea e alcangcam o SNC. ObservagGes por microscopia intravital também apdéiam um
mecanismo adicional por meio do qual as células flungicas cruzam o endotélio capilar pela transcitose
direta, sendo entdo proposto que uma mudanga morfolégica pode ocorrer durante esse processo.
Especificamente, as leveduras esféricas adotam uma morfologia mais ovéide no sitio de interacédo
inicial com as células endoteliais. Adaptado de Kronstad et al., 2011.
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De forma especial, foi descoberto que C. gattii pode ser expelido por
macrofagos como células individualizadas ou como microcolénias em forma de um
biofilme, sendo um processo extremamente rapido e ocorrendo ainda muitas horas
apos o processo fagocitico. Apesar de tal mecanismo ser desconhecido em niveis
moleculares, o processo parece ser dependente do citoesqueleto e ndo da
maturacdo do fagossoma. Paralelamente aos estudos recentes de proliferacdo
intracelular e lise celular, este mecanismo permite o patégeno re-emergir da célula
hospedeira de forma sutil, representando uma forma de escape das células

fagociticas sem desencadear morte celular e inflamacao (MA & MAY, 2009).
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7. CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados até o momento, 0s mecanismos de
resposta imune a infeccdo por C. gattii ttm sido cada vez mais elucidados, sendo
considerados 6timos parametros para a criacdo de novos medicamentos e vacinas

para o tratamento da criptococose.

Além disso, algumas evidéncias conclusivas demonstram que a imunidade
natural e a adaptativa do hospedeiro continuam a ser respostas essenciais para o
controle desse fungo, por meio da ativacdo de células (macréfagos, células
dendriticas, etc) e linfécitos T e B por meio de citocinas que medeiam o sistema
imunologico. Embora a imunidade humoral tenha sido pouco estudada nas ultimas
décadas, os estudos mostram que o0s anticorpos também possuem funcdes
relevantes durante a infeccdo, como por exemplo, a inibicdo do biofilme

criptococacico.

Resultados relevantes também foram obtidos a respeito dos fatores de
viruléncia de C. gattii, principalmente em relacdo a Urel, pelo envolvimento na
transmigracdo de leveduras ao cérebro. No entanto, mais pesquisas ainda s&o
necessarias para investigar cada processo de forma bem detalhada, e assim
possibilitar o entendimento fidedigno da infeccdo para a escolha da terapia mais

adequada.
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