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RESUMO

Cryptococcus neoformans e Candida albicans sao leveduras e agentes etioldgicos de
duas importantes infeccdes fingicas oportunistas que acometem o ser humano, a criptococose
e candidiase, respectivamente. A Criptococose ocorre apés a inalagdo de esporos ou células de
leveduras dessecadas presentes no meio ambiente em excretas de pombos, no solo ou em
eucaliptos e podem acometer pele ou ir até os pulmdes, onde se alojam nos alveolos e causam
pneumonia ou ainda se disseminar através da corrente sanguinea e atingir o sistema nervoso
central, causando a meningoencefalite ou meningite. J4& a Candidiase convive de forma
comensal com o hospedeiro na pele e sistemas respiratério, reprodutor e digestorio, mas que
com a queda da imunidade do individuo, torna-se invasiva e causa infeccdo. Apesar de ambos
microrganismos apresentarem diferentes formas de infeccdo e desenvolvimento no
hospedeiro, eles sdo causas comuns de infeccdo principalmente em individuos
imunocomprometidos e desenvolveram mecanismos importantes para sua sobrevivéncia e
proliferacdo dentro das células de fagociticas. Uma vez fagocitadas por macrofagos, as células
do microrganismo se deparam com um ambiente hostil, toxico e com baixo pH, gerado no
interior do fagolisossomo. Nesse contexto, metais de transicdo desempenham importante
papel. O cobre é essencial para a vida aerébica, mas em grandes concentracfes ele pode
tornar-se toxico. Por isso tanto a sua limitacdo, denominada imunidade nutricional, quanto o
Seu excesso, que gera espécies reativas e um potencial toxico para o patdgeno, podem ser
utilizados como estratégia antifungica pelos macréfagos. O transportador de cobre de alta
afinidade CTR1 é um dos responsaveis pela modulagdo da homeostase desse metal, contudo
esse mecanismo em macrofagos durante a infeccdo por fungos ainda esta pouco elucidado.
Portanto, o objetivo desse projeto foi avaliar a expressdo de CTR1 de macrofagos durante sua
infeccdo com C. neoformans ou C. albicans para melhor esclarecimento da homeostase de
cobre nessa interacdo. Empregando métodos como Western blot, in cell ELISA e microscopia
de imunofluorescéncia, foi possivel observar que ocorre um aumento da expressdo de CTR1
em macrofagos infectados com C. neoformans ou C. albicans. Estes dados sugerem que ha
um possivel aumento de cobre e consequentemente de espécies reativas de oxigénio para

limitar o desenvolvimento destas leveduras.



ABSTRACT

The yeasts Cryptococcus neoformans and Candida albicans are the ethiological agents
of the most important opportunistic fungal pathogen that affects humans, cryptococcosis and
candidiasis, respectively. Cryptococcosis occurs via inhalation of the yeast or spores present
in environment in pigeons excreta, soil or eucalyptus and it can affect the skin or go to the
lungs, where the fungal particles adhere in the alveoli and cause pneumonia or spread through
the bloodstream and reach the central nervous system, causing meningoencephalitis or
meningitis. Candidiasis is a commensal to the human respiratory, reproductive and digestive
tract, as well to the skin. However, with the imbalance of human immunity it becomes
invasive and cause infection. Although both have different forms of infection and growth
inside of the host, these two microorganisms are common causes of infections, especially in
immunocompromised individuals, and also they developed important mechanisms to survive
and proliferate in phagocytic cells. When it faces the host immune system and are
phagocytosed by macrophages into phagolysosomes, the microorganisms are exposed to a
hostile, toxic and low pH environment. In this context, transition metals develop an important
role. Copper is an essential transition metal for aerobic life, but can be toxic in high
concentrations due to the formation of reactive oxygen species. In this way, either its
limitation (nutritional immunity) or its accumulation may constitute antifungal strategies used
by macrophages. The high affinity copper transporter CTR1 is one of the responsible for the
modulations of this metal homeostasis in macrophages. However, its role in macrophages
during the infection with fungal cells is still poorly characterized. Hence, the aim of this work
was evaluate the expression of CTR1 in macrophages during C.neoformans or C.albicans
infection to improve the understanding of copper homeostasis during this interaction. In this
project, we used Western blot, in cell ELISA and Immunofluorescence methods to evaluate
CTR1 expression and we were able to observe an increased expression of it in macrophages
infected by C. neoformans ou C. albicans. These results indicate that there is a possible
copper uptake e consequently creation of reactive oxygen species (ROS) by macrophage to

avoid fungal development.
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1 INTRODUCAO GERAL

O grande avanco da medicina nos ultimos anos vem acompanhado do aumento do
namero de transplantes, e consequentemente do uso de fArmacos imunossupressores a fim de
evitar a rejeicdo do 6rgdo ou tecido transplantado. Associado a isto, o crescente nimero de
casos de AIDS no mundo contribui para o aumento de infecgdes oportunistas (Voelz and
May, 2010). Uma destas infeccBes é a Criptococose, doenca de origem fungica que atinge
mais de um milhdo de pessoas por ano no mundo e atualmente é a quarta causa de morte por
doenca infecciosa na Africa Subsaariana (Park et al., 2009). Seus principais agentes
etioldgicos sdo as leveduras basidiomicéticas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
(Cogliati, 2013; Lin and Heitman, 2006), que sdo adquiridos por inalacdo de esporos ou
células fungicas dissecadas e, na auséncia de um sistema imune efetivo, essas células fingicas
se espalham sistematicamente, causando meningoencefalite (Kretschmer et al., 2014). A
levedura C. neoformans causa infeccBes oportunistas principalmente em pacientes
imunocomprometidos devido a condic¢des clinicas como HIV, leucemia e cancer ou uso de
medicamentos corticosteroides (Voelz and May, 2010) e, além disso, possui um maior
tropismo pelo tecido cerebral (forma mais grave da doenga) sendo o principal causador dos
casos de meningoencefalite (Perfect, 2012). Em contraste, C. gattii possui a habilidade de
causar infeccdo em individuos imunocompetentes, sendo esse responsavel por um surto que
ocorreu em 1999 nas ilhas de Vancouver, no Canada, causando muitas infeccdes em seres
humanos e animais (Kronstad et al., 2011). Em modelo murino de infecgéo, C. gatti fica mais
restrito ao pulméo, raramente se disseminando pelo sistema nervoso central (Perfect, 2012).

Uma outra infeccdo oportunista que ocupa um espaco clinico muito significativo
atualmente é a Candidiase. Candida € um fungo polimoérfico que normalmente coloniza as
cavidades oral, vaginal, intestinal, assim como a pele de individuos saudaveis. Contudo,
quando h& uma queda do sistema imune do hospedeiro, devido a infec¢do por HIV, diabetes,
uso de antibidticos ou de drogas imunossupressivas, esse fungo pode tornar-se invasivo e
causar diversas doencas, no qual as mais comuns sdo candidiase orofaringea ou vulvovaginal
(Miramon et al., 2013). Dentre as 150 espécies compreendidas pelo género Candida, contudo,
apenas 20 delas sdo responsaveis por causar infecgdes fungicas, sendo Candida albicans a
causadora mais comum de candidiase (Miramon et al., 2013).

Os atuais guias de como administrar e tratar a criptococose recomendam tratamento

com antiflngicos que variam de acordo com o local e grau de severidade da infecgdo (Smith
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et al., 2014). Contudo, o tratamento para Cryptococcal meningitis (CM) é dividido em trés
fases: inducdo, consolidacdo e manutencdo; elas tém como objetivo atingir rapidamente a
atividade flangica, substituicdo da droga caso haja intolerancia e prevenir a alta taxa de
recidiva da meningite, respectivamente, e os farmacos utilizados sdo principalmente
amfotericina B, fluorocitocina e fluconazol (Antinori, 2013). Embora esse seja o tratamento
indicado, estd longe de ser ideal devido aos diversos efeitos adversos dos farmacos e pelo
aumento da resisténcia a essas drogas antifungicas nas Gltimas décadas (Simm et al., 2011).

Ja o tratamento contra a candidiase tinha o Fluconazol como farmaco de primeira linha
de escolha para terapia ou ainda Anfotericina B. Contudo, as op¢des disponiveis para tratar a
candidiase invasiva foram expandidas na ultima década e incluiram novas formulagdes com
azoles, por exemplo. Um problema comum esta a associado com o tempo de inicio do
tratamento, pois viu-se em um estudo que as drogas antifungicas comegcam a ser dadas aos
pacientes apds a positivacdo e identificacdo da cultura em apenas 15% dos individuos, sendo
que o tratamento precoce é criticamente importante para evitar a mortalidade por essa
infeccdo (Parkins et al., 2007).

1.1 Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

C.neoformans foi identificado por Sanfelice em 1894 e foi dividido em dois subtipos
com base em ensaios de aglutinacdo capsular: var. grubii (sorotipo A) é a causa mais comum
de infeccédo de criptococose no mundo, tipicamente do sistema nervoso central em individuos
imunocomprometidos, incluindo pacientes érgdo-transplantados e individuos HIV infectados;
var. neoformans (sorotipo D) é caracterizado por baixa patogenicidade, se divergiu do
sorotipo A ha mais ou menos 18,5 milhdes de anos atras e é mais prevalente na Europa. Por
outro lado, C.gattii infecta individuos saudaveis e originalmente estava restrito a regides
tropicais e subtropicais, até a ocorréncia do surto em Vancouver em 1999, onde atualmente
esse sorotipo é endémico e tem uma alta incidéncia (Feretzaki et al., 2014).

As espécies patogénicas do género Cryptococcus sp. possuem alguns fatores de
viruléncia classicos nos quais estimulam a infecgéo intracelular, capazes de alterar o estado do
sistema imune do hospedeiro humano para estabelecer a doenca (Kronstad et al., 2011), sendo
eles:

I.  Cépsula polissacaridica, que ¢ composta basicamente por dois tipos de polissacarideos,

glucoroxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), além de manoproteinas, as
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quais possuem propriedades imunomoduladoras, estimulando a resposta imunoldgica
mediada por células T (Kronstad et al., 2011). Tem um importante papel na protecdo do
organismo contra algumas condicdes de estresse como desidratacdo, é importante para a
viruléncia j& que mutantes acapsulares ndo causam o desenvolvimento da doenca em
modelo murino e também tem propriedades imunomodulatérias e promovem evasdo

imune e sobrevivéncia no hospedeiro (Zaragoza et al., 2009);

producdo de melanina, que protege as células microbianas de danos oxidativos durante a
infeccdo, causado por fagossomos ou radiacdo ionizante, protege contra antifingicos e
tem efeitos imunomodulatérios que podem contribuir com a viruléncia (Mednick et al.,
2005). A melanina é produzida pela enzima laccase que, por sua vez, é estimulada por

diversos fatores, incluindo o metabolismo de cobre (Mauch et al., 2013);

Producdo de enzimas extracelulares, como fosfolipase B, urease e superdxido desmutase
(Kronstad et al., 2012). A fosfolipase B facilita a invasdo no tecido pulmonar do
hospedeiro através da hidrdlise dos fosfolipideos da membrana de células de mamiferos e
surfactante pulmonar, além de ser essencial para disseminacdo hematogénica da infeccéo
(Siafakas et al., 2007). Urease é uma metaloenzima que catalisa a hidrdlise da ureia em
amobnia e carbamate, gerando um aumento do pH em condi¢cBes necessarias para
sobrevivéncia, e ainda parece facilitar a disseminacdo de C. neoformans pelo sistema
nervoso central, possivelmente pelo resultado da toxicidade da amonia sobre as células
epiteliais do cérebro (Singh et al., 2013). Superéxido desmutase € uma enzima que
converte radicais superdxidos em peroxido de hidrogénio e oxigénio e parece contribuir
para a viruléncia por sua habilidade de neutralizar niveis toxicos de espécies reativas de

oxigénio gerada pelo hospedeiro (Cox et al., 2003);

Capacidade de desenvolvimento a 37°C, mesma temperatura do corpo do hospedeiro
(Sabiiti and May, 2012);

Capacidade de desenvolvimento intrafagossomico (Sabiiti and May, 2012).
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1.1.1 Estabelecimento da infec¢éo

Para ambas espécies, a infecgdo inicia-se através da inalacao de esporos ou células de
leveduras dessecadas presentes no meio ambiente em excretas de pombos, no solo ou em
eucaliptos, que podem acometer pele ou ir até os pulmdes, onde se alojam nos alvéolos
devido a um fluido tensoativo e surfactante presente nos mesmos, que promove a adeséo das
células de Cryptooccus spp. nas celulas epiteliais pulmonares (Sabiiti and May, 2012). Esse
depdsito e consequente colonizacéo no hospedeiro pode resultar em diferentes consequéncias:
ndo gerar o desenvolvimento da doenca pela eliminagdo do fungo através da resposta imune
do hospedeiro; pode produzir uma infeccdo assintomatica, onde o fungo entra em um periodo
de laténcia e pode ser ativado quando o hospedeiro encontra-se imunocomprometido; causar
doenca pulmonaria, caracterizada por nddulos pulmonares e inflamacdo dos pulmdes; ou
gerar uma doenca disseminada, que pode potencialmente ocorrer em todos 0s Orgaos
sistémicos, mas mais frequentemente no sistema nervoso central, causando meningoencefalite
ou meningite (Figura 1), especialmente em individuos imunocompetentes (Feldmesser et al.,
2000; Kronstad et al., 2011; Sabiiti and May, 2012; Sorrell, 2001).
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Figura 1: Representacgéo do ciclo de infeccdo do Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). O fungo sobrevive
no meio ambiente como em solo e arvores. Aves, especialmente pombos, sdo responsaveis pela dispersdo do
fungo que infecta diversos hospedeiros como gatos, cabras e coalas. Além disso, o fungo pode interagir com
outros microrganismos, como bactérias ou fungos. Cryptococcus estabelece uma infeccdo pulmonar no
hospedeiro através da inalagdo dos esporos ou células fungicas dissecadas presentes no ambiente e, se 0
hospedeiro estiver imunocomprometido, o fungo pode ser reativado e entrar no sistema nervoso central (forma

mais severa da doenca Criptococose). Adaptacdo de (Lin and Heitman, 2006).
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1.1.2 Resposta Imune a Criptococose

Uma vez no espaco pulmonar, células fungicas de Cryptococcus podem sobreviver
extracelularmente e/ou transitar no tecido pulmonar através da internalizacdo pelas células
epiteliais ou por macréfagos alveolares residentes. Esses macrofagos representam 95% da
populacdo de células broncoalveolares, o que faz deles os fagocitos de primeira linhagem
predominantes no pulm&o. A interagdo entre macréfagos e leveduras é determinante para o
estabelecimento da infeccdo pulmonar e subsequente disseminacdo sistémica. As acdes dessas
células contra C. neoformans incluem fagocitose, morte, sequestro de polissacarideos,
producdo de citocinas e quimiocinas e apresentacdo de antigeno (Garcia-Rodas and Zaragoza,
2012). No ambito da fagocitose, macrdéfagos e células dendriticas fagocitam fungos
opsonizados ap6s o reconhecimento de receptores especificos do patdgeno, como receptores
de manose, CD14, TLR-2, TLR-4 e CD18, e esses ligam-se em epitopos presentes na
superficie desse patdgeno, especialmente na parede celular (Garcia-Rodas and Zaragoza,
2012; Shoham and Levitz, 2005). Macrofagos alveolares respondem a presenca de C.
neoformans com liberacdo de sinais pro-inflamatdrios, como a secre¢do de quimiocinas e IL-
1, que induzem uma resposta Thl com intencdo de eliminar o Cryptococcus, mas em
imunocomprometidos essa resposta € muito forte, o que resulta na formacdo de granulomas
que previne a disseminacao extracelular das células fungicas (Sabiiti and May, 2012; Shoham
and Levitz, 2005). Ocorre a formacdo de fagossomos e como mecanismo de morte
intracelular, esses irdo se fundir com lisossomos, que possuem pH acido e enzimas
hidroliticas, resultando entdo na digestdo da matéria organica do patégeno. Ja 0 mecanismo de
morte extracelular ¢ mediado pela liberacdo de peptideos antiflngicos, Oxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio. Todavia, C. neoformans desenvolveu multiplos mecanismos
que prejudicam sua internalizacdo por acdo de células fagociticas, alguns deles dependentes
da capsula e outros de proteinas antifagociticas e caminhos de sinaliza¢do celular (Garcia-
Rodas and Zaragoza, 2012). Primeiramente, C. neoformans pode se desenvolver de forma
intra ou extracelular, o que aumenta suas chances de replicagdo; pode haver um espessamento
da cépsula polissacaridica, que diminui susceptibilidade a radicais livres e acdo de peptideos
antimicrobianos, protege de condicGes de estresse e ainda aumentar o tamanho do
fagolisossomo, diluindo os compostos lisossomais (Feldmesser et al., 2000); a melanina e
enzimas antioxidantes também auxiliam na reducdo de fatores estressores dentro do

fagossomo.
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A habilidade de C.neoformans de escapar da acdo das células de defesa e sobreviver
no hospedeiro sdo importantes para sua disseminacao atraves de dois tipos de processo:

Atravessando a barreira hematoencefalica como células individuais: em um mecanismo
denominado transcitose (Figura 2), no qual atravessam células endoteliais microvasculares
que revestem 0s vasos sanguineos do cérebro. Esse processo envolve diretamente
absorcdo de células fangicas por células endoteliais e transmigracdo do fungo através do
citoplasma até alcancar o cérebro (Kronstad et al., 2011).
No interior de celulas fagociticas: ha evidéncias de que as células fungicas podem
atravessar o endotélio pela estratégia de “Cavalo de Tréia”, no qual envolve a migragdo de
células fagociticas que contém Cryptococcus até tecidos distantes sem ser exposto ao
sistema imune, ja que € bem estabelecido que esse fungo pode sobreviver e proliferar
dentro de macrofagos, resistindo ao ambiente adverso encontrado no interior dos
fagossomos (Charlier et al., 2009).
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Figura 2: Modelo de disseminacao do Cryptococcus neoformans vindos do ambiente até atingir o cérebro.
Esporos fungicos colonizam o espaco alveolar nos pulm@es que, em individuos imunocompetentes, causam a
formacéo de granulomas. Cryptococcus nos granulomas podem ficar latentes ou serem reativados e causar
infeccdo no hospedeiro. Em individuos imunocompetentes, esse fungo intracelular usa seus mecanismos de
disseminacdo através do sistema circulatorio, enquanto fungos extracelulares podem permanecer localizados nos
pulmdes ou disseminar transcelularmente através da circulagdo sanguinea. No sistema circulatério, Cryptococcus
associam-se com monocitos ou sdo carregados livremente até capilares cerebrais, onde podem penetrar a barreira
hemato- encefédlica (BHE) por ligagdo com células endotelias, transcitose ou no interior de

mondcitos/macrofagos (cavalo de tréia). Adaptado de (Sabiiti and May, 2012).
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1.2 Candida albicans

A resposta imune varia de acordo com a espécie de fungo que invade o hospedeiro e o
sitio onde ocorre a infeccdo, o que também diferencia a importancia dos mecanismos de
defesa inatos e adaptativos. Contudo, muitos mecanismos de defesa sdo comuns em resposta a
invasdo por diferentes fungos, especialmente se os fungos compartilham formas de instalacéo
ou disseminacdo no hospedeiro (Shoham and Levitz, 2005). Candida albicans, por exemplo,
apesar de poder partilhar de um sistema comensal no trato digestivo, respiratério, reprodutdrio
e na pele do ser humano, é uma causa comum de infeccao sistematica grave entre populacéo
de individuos imunocomprometidos devido a presenca de virus HIV, imunossupressao por
drogas, transplantados, doencas hematoldgicas e outras terapias, assim como o Cryptococcus
neoformans (Nicola et al., 2012).

C. albicans é uma das espécies mais predominantes e essa possui habilidade de crescer
tanto como fungo ou com formas filamentosas, como pseudo-hifas ou hifas verdadeiras. Sua
habilidade de trocar sua morfologia é considerada necessaria para viruléncia, contudo ambas
hifas e pseudo-hifas séo invasivas (Sudbery et al., 2004). Além disso, C. albicans consegue se
aderir em superficies bioldgicas ou inertes através da liberacdo de uma variedade de adesinas,
0 que a permite formar biofilmes, composto por ambas formas filamentosas e células
fangicas, mergulhados em uma matriz extracelular. A formacdo de biofilme em cateteres ou
outros equipamentos médicos de longa permanéncia aumenta a resisténcia a terapia
antifungica, fagocitose e pode prover uma fonte continua de inoculo fungico capaz de se
espalhar através da circulagdo sanguinea, que permite chegarem a sitios distantes com
potencial para infeccdo metastica de 6rgdos profundos, causando candidiase invasiva com
mortalidade de 30 a 40% (Miramén et al., 2013; Uppuluri et al., 2010). Outros fatores de
viruléncia de C.albicans sdo a secrecdo de hidrolases, que permitem ao fungo utilizar
componentes do hospedeiro para nutricdo e crescimento, adaptacdo a mudancas de pH e do
metabolismo, especialmente relacionado ao ambiente nutricional, resposta ao ambiente
estressante que permite a adaptacdo do fungo em mudanga de condicdes e o protege de fatores
estressores produzidos pelo hospedeiro, producdo de proteinas de choque téermico (Hsps) que
previnem o desdobramento e agregacdo de proteinas e as estabilizam e mecanismos de
aquisicdo ou restricdo a metais importantes (Mayer et al., 2013).

Macro6fagos sdo as células imunes mais importantes para o controle de C. albicans no

tecido e na circulagdo sanguinea devido sua agé@o de fagocitose e destrui¢do do fungo, além da
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secrecdo de citocinas pré-inflamatérias. O reconhecimento de microrganismos nao-
opsonizados por fagocitos é mediado via receptores reconhecedores de padrées (PRRS), que
incluem receptores Toll-like, lectina tipo C e Nod-like, sendo a parede do fungo a primeira
estrutura reconhecida pelos macrofagos. Os mecanismos usados pelas células de defesa para
eliminar a C. albicans incluem os intra e extracelulares, oxidativos e ndo-oxidativos e, assim
como na infecgdo por C. neoformans, ha a formacdo de fagossomos que contém condicGes
extremas no seu interior para destruir o fungo e também producdo de citocinas
proinflamatdrias, com ja dito, e resposta Thl (Miramén et al., 2013; van de Veerdonk et al.,
2010). Todavia, C.albicans adaptou suas estratégias para evitar seu reconhecimento por
células fagocitarias e o inicio da resposta inflamatéria, interferindo na maturacdo de
fagolissomos e entdo promovendo sua sobrevivéncia no interior de macréfagos (Miramon et
al., 2013).

1.3 Imunidade Nutricional

Metais de transicdo sdo essenciais para 0s sistemas bioldgicos por estarem envolvidos
em processos bioldgicos importantes e necessarios para a sobrevivéncia de todos o0s
organismos vivos. Esses metais sdo frequentemente incorporados em metaloproteinas,
incluindo metaloenzimas, reserva de proteinas e fatores de transcricdo. O papel funcional dos
metais de transi¢do nos sistemas bioldgicos é essencialmente ser requerido por enzimas para
promover atividade catalitica, porém pode ser dividido em fun¢des ndo-cataliticas, catalise
redox e catalise ndo-redox, sendo que dos metais redox ativos, ferro é o mais usado, seguido
pelo cobre e manganés. Apesar de 0 magnésio ser o mais prevalente metal ndo-redox
encontrado nas enzimas, zinco € o metal de transi¢cdo mais comum (Andreini et al., 2008). As
propriedades eletrostaticas dos metais entdo estabilizam substratos ou reacfes intermediarias
em sitios ativos de enzimas, enquanto sua alta reatividade é utilizada para catalise, contudo
essa Ultima caracteristica proporciona propriedades toxicas aos metais de transicdo quando
estdo em altas concentracfes. Além disso, 0 mecanismo usado para limitar a disponibilidade
de metais de transigdo livres serve também como agdo de hospedeiros contra a invasdo de
microrganismos, incluindo bactérias e fungos. Para prever a infeccdo por organismos
patogénicos, o ser humano, incluindo também outros mamiferos, restringem o acesso a metais

essenciais, em um processo denominado “imunidade nutricional” (Hood and Skaar, 2012).
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1.3.1 Ferro

O ferro é o quarto elemento mais abundante mais abundante na terra e o metal de
transicdo mais abundante no corpo humano (Hood and Skaar, 2012). E um cofator muito
versétil e essencial para reacdes bioquimicas tanto no mamifero hospedeiro quanto micrébios
patogénicos, sendo sua biodisponibilidade estritamente controlada. Em particular, ferro tem
duas formas mais relevantes Fe** e Fe3*, sendo que o Gltimo pode estar fortemente ligado com
proteinas do hospedeiro, como a transferrina e lactoferrina para a manutengdo da homeostase,
para limitar potenciais danos causados por toxicidade do ferro sob condicdes fisiologicas e
para restringir o acesso por patdgenos. Ferro € essencial para os processos biologicos de
bactérias e fungos, como replicacdo do DNA, transcricdo, metabolismo e geracdo de energia
via respiratoria. Além disso, apesar da aquisicdo de ferro por microrganismos durante
infeccdo no hospedeiro humano ser dificil, fungos e bactérias desenvolveram estratégias para
ter acesso a esse metal (Caza and Kronstad, 2013).

Para prevenir o acesso de microrganismos patogénicos ao ferro, vertebrados usam um
namero de proteinas que tornam grande parte desse nutriente inacessivel a patégenos devido
ao seu sistema de captacdo de Fe, ndo deixando esse metal disponivel na forma livre.
Contudo, dentre os mecanismos existentes, as estratégias mais sofisticadas utilizadas por
fungos, por exemplo, para subverter esse sequestro de ferro feito pelo hospedeiro sédo:

Sideréforos: sdo moléculas de baixo peso molecular quelantes de ferro que sdo secretados
por microrganismos, que se ligam ao Fe3* com uma afinidade maior que a transferrina e
lactoferrina (C. neoformans e C. albicans ndo produzem seus proprios sideréforos, mas
eles possuem transportadores de sider6foros que sdo empregados para obter ferro dos

sideroforos produzidos por outros organismos) (Saikia et al., 2014).

Reducdo extracelular de Fe3* para Fe** mediante a acdo de redutases localizadas na parede
fangica. Essas redutases estdo associadas a permeases que permitem a internalizagcdo do
ferro no citoplasma. Esse mecanismo € muito utilizado por fungos leveduriformes como
C. neoformans, C. albicans e Saccharomyces cerevisiae que, em situacdes com baixas
concentragdes de ferro, podem expressar sistemas de transporte de alta afinidade

dependentes de cobre (Alvarez et al., 2013).
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Sistemas enzimaéticos que sdo capazes de liberar o ferro da hemoglobina atraves da lise
eritrocitaria, j& que uma grande reserva de ferro nos mamiferos se encontra na forma de
grupo hemo. C. albicans desenvolveu essas enzimas que tem atividade homologa a

monooxigenase humana, que sdo capazes de lisar os eritrocitos e capturar o ferro.

Acidificacdo do meio em condi¢bes anaerdbicas (no qual hd formacdo de hidrogénios

livres que se unem a transferrina sérica) (Hood and Skaar, 2012; Alvarez et al., 2013).

Em C. neoformans, o ferro € importante para nutri¢do, sinalizacdo e disseminacéo do
fungo para o sistema nervoso central. Também influencia a viruléncia do fungo, incluindo
regulacdo na elaboracdo da melanina e da capsula polissacaridea através da acdo do fator de
transcricdo Cirl, que regula genes envolvidos no transporte e homeostase de ferro (Kronstad
etal., 2013).

De forma similar, para C.albicans a aquisicdo desse metal também é um atributo de
viruléncia, ja que colonizacdo e proliferacdo sdo possiveis somente na presenca de niveis
suficientes de ferro (Almeida et al., 2009). Ele é essencial para diversas fun¢des como
respiracdo celular, metabolismo, transporte de oxigénio e C.albicans captam ferro do
ambiente hospedeiro, que é armazenado ou liberado de diversas organelas e desenvolveram

diversas estratégias para adquiri-lo em situacGes de escassez (Sutak et al., 2008).

1.3.2 Zinco

Zinco é o segundo metal de transi¢do mais abundante na maioria dos sistemas vivos e
¢ um metal presente em todas as formas de vida. Sua importancia deve-se por compor o
centro catalitico e estrutural de um grande nimero de proteinas de eucariotos, ditas proteinas
ligadoras de zinco (Staats et al., 2013). Sabe-se que zinco tem papel central no sistema imune
e desempenha papel importante na producdo de citocinas. A homeostase de zinco é mantida
através da atividade de transportadores de membrana especificos ou pelas proteinas ligadoras
de zinco que mediam a captacéo, excrecdo, reserva ou distribuicdo de zinco. Essas proteinas
pertencem as familias ZIP (Zrt- and Irt-like proteins SLC39) e ZnT (Zinc Transporters
SLC30) que tem como principal fungdo fornecer zinco as proteinas recém-sintetizadas,
importantes para diversas fungdes como expressdo génica, imunidade, reprodugéo ou protegdo

contra danos causados por radicais livres (Chimienti et al., 2003).
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As condicdes de deplecdo de zinco sdo conhecidas para reduzir o crescimento fungico
e evidéncias sugerem que celulas hospedeiras sequestram zinco para prejudicar o
desenvolvimento de fungos, como ja foi exemplificado pela reducdo de niveis de zinco em
macrofagos infectados por Histoplasma capsulatum (Winters et al., 2010). A restricdo de
zinco pelas células hospedeiras € alcancado pela diminuicdo da disponibilidade de metal
através da atividade dos transportadores de zinco do hospedeiro ou da expressao das proteinas
ligadoras de zinco, como a calprotectina (proteina produzida por neutrofilos para prejudicar o
desenvolvimento de Aspergillus fumigatus, C. albicans e C. neoformans). Contudo, células
fangicas desenvolveram diferentes estratégias para lidar com o estresse causado pela privacao
de zinco, como alteracdo da sintese de lipideos, metionina e metabolismo de sulfato e
tolerancia do estresse oxidativo (Staats et al., 2013).

Todavia, ha evidéncias crescentes que sugerem que células de mamiferos aproveitam
as propriedades toxicas dos metais de transicdo para matar bactérias. O excesso de zinco
celular podem gerar um desequilibrio no metabolismo oxidativo e, de fato, macréfagos
desenvolveram estratégias para matar células bacterianas fagocitadas através da liberacdo de
zinco de suas reservas intracelulares, resultando no acimulo desse no fagossomo e gerando
intoxicacdo por zinco no ambiente fagossomal e consequente geracdo de altos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nos microrganismos invasores (Botella et al., 2011; Hood
and Skaar, 2012; Staats et al., 2013). Enquanto isso, bactérias como M. tuberculosis usariam a
expressao de sistemas de efluxo de zinco para sobreviver dentro do fagossomo (Hood and
Skaar, 2012).

A levedura C. neoformans desenvolveu, assim como C. albicans, formas para
sequestrar ou expulsar o zinco de células e tecidos do hospedeiro em processos analogos para
se ligar ao zinco por sideroforos secretados. Enquanto C. albicans secreta a proteina
antigénica Pral, uma proteina ligadora de zinco que é capaz de expulsar zinco dos tecidos
invadidos por fungo e também participar da colonizacdo endotelial de C.albicans, estando
associada com invasdo de células imunes, em C. neoformans e C. gattii ndo se observou a
presenca de ortdlogos (Staats et al., 2013). Os genes sequestradores de zinco sdo geralmente
ligados com ortdlogos Zrtl nesse fungo, representando um mecanismo conservado de para

aquisicdo de zinco durante a interacdo fungo-hospedeiro (Citiulo et al., 2012)
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1.3.3 Cobre

Cobre é um metal essencial para a vida aerdbica e € amplamente conhecido por
suas propriedades antimicrobianas, o que foi utilizado pra fins industriais e médicos (Hood
and Skaar, 2012). E um cofator essencial para uma grande variedade de enzimas que s&o
importantes para o crescimento, diferenciacdo, sobrevivéncia e demais processos bioldgicos
em organismos desde bactérias até mamiferos. Por ser um ion metal redox ativo, existente nos
estados reduzido (Cu*) ou oxidado (Cu®*), o que providencia um ambiente quimicamente rico
para diversos ligantes bioldgicos que desenvolvem fungdo estrutural e catalitica, também
aumenta seu potencial como toxina celular, ja que o0 excesso de cobre pode tornar-se toxico
(Samanovic et al., 2012). O acumulo de cobre em sitios de infeccdo com a intengdo de
eliminar microrganismos invasores foi primeiramente demonstrado em infec¢fes pulmonares
por M. tuberculosis, onde observou-se que resisténcia ao cobre é necessario para a viruléncia
dessa bactéria (Wolschendorf et al., 2011). A tolerancia ao cobre na maioria das bactérias
envolve a expressao de proteinas ATPases exportadoras de cobre e que sdo necessarias para a
sobrevivéncia dessas bactérias a resposta imune inata durante a infeccdo (Hodgkinson and
Petris, 2012). Dentre outros mecanismos utilizados por bactérias para evitar a toxicidade por
cobre estdo a exportacdo do cobre através do plasma da membrana até o espago
periplasmatico, sequestro do cobre do citoplasma ou periplasma por proteinas ligadoras de

cobre ou oxidag&o do cobre Cu* para gerar ion menos toxico Cu?.

Em fungos, o estudo da homeostase de cobre foi melhor caracterizado em
S. cerevisiae, 0 que facilitou a compreensédo da aquisi¢do de cobre e sua utilizacdo por fungos
patogénicos do ser humano, como C. neoformans (Ding et al., 2014). A obtencédo de cobre se
da por meio de sua forma reduzida. Entretanto, a forma mais encontrada no ambiente é Cu?*,
que é reduzido para Cu® pela acdo de redutases férrica/clprica presentes na superficie da
célula (Silva et al., 2011). Apo6s sua reducdo, o cobre é transportado por transportadores da
familia CTR, caracterizados pela porcdo amino-terminal rica em histidina e metionina, que

propiciam a ligacdo ao cobre (Zhou and Gitschier, 1997).

Em C. neoformans, estudos prévios demonstraram que metais como ferro e
cobre desenvolvem papeis importantes da viruléncia desse fungo. As funcdes do cobre
incluem a formacdo do pigmento melanina que é sintetizada por C. neoformans via enzima
laccase cobre-dependente, na qual é sintetizada e carregada com cobre em compartimentos

secretores; co-fator essencial em oxidases multi-cobre envolvidas na captacdo de ferro (Fe?+)
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de alta afinidade (aquisicdo de ferro é um fator de viruléncia); detoxificacdo de oxigénios
reativos e respiracao (Ding et al., 2011). O fator de transcricdo Cufl metarregulador de cobre
em C.neoformans mostrou-se ser importante para a viruléncia desse fungo (Waterman et al.,
2007), ja que Cufl ativa a transcricdo de genes que codificam a maquinaria de aquisicéo de
cobre CTR4 e CTR1 ou genes que codificam para a maquinaria de detoxificagdo por
metalotioneinas, CMT1 e CMT2, sob limitacdo e excesso de cobre, respectivamente (Ding et
al., 2013). Além disso, foi visto que o crescimento em condicdes de cultura tipicas in vitro,
C.neoformans sequestram mais cobre que outros fungos como Saccharomyces cerevisiae.
Adicionalmente, ele € capaz de crescer e manter um nivel minimo de cobre em condices de
severa deplecdo deste metal e essa aquisicdo de cobre foi observada também in vivo em
hospedeiros mamiferos (fungos isolados de cérebros de ratos infectados) (Raja et al., 2013).
Em contradicdo, outros estudos da literatura apontam que C. neoformans desenvolveu uma
maquinaria de desintoxicacdo de cobre envolvendo proteinas ligadoras de cobre
metalotioneinas, que desloca esse metal para fora da célula (Ding et al., 2013).

Em C. albicans, verificou-se que o cobre desempenha um papel deteriorante no
estresse oxidativo por esse fungo e que concentracdes fisioldgicas de cobre podem ser toxicas
para esse fungo em condicBes anaerdbicas acidas como no trato gastrointestinal. Além disso,
reduzindo-se as concentragdes de cobre livre no ambiente intracelular, facilita-se a
sobrevivéncia de C.albicans nesse ambiente (Ding et al., 2014). Contudo, viu-se que 0s niveis
de cobre do hospedeiro tipicamente aumentam no fagolisossomo em resposta a infeccdo e
inflamacédo, em um indicio para tentar erradicar os patégenos. Dois genes foram identificados
em C. albicans, CaCUP1 e CaCRP1, que conferem ao fungo uma incomum resisténcia ao
cobre (Marvin et al., 2003).Verificou-se que quando ha a delecdo de CTR1 em C. albicans,
ocorrem defeitos no crescimento celular sob condi¢bes de deficiéncia de ferro e cobre, dando
origem a defeitos respiratorios mitocondriais, e também interfere na formacdo de hifas,

levando a uma hiperfilamentagéo ou nédo inducdo de hifas (Ding et al., 2014).

Em hospedeiros mamiferos, bactérias sdo expostas ao cobre dentro dos
fagolisossomos dos macrofagos que, como ja citado anteriormente, apresenta um ambiente
hostil (Ding et al., 2013; Hood and Skaar, 2012). Enquanto células fagociticas sequestram
esses metais de transi¢do de alguns patdgenos invasores, macrofagos infectados por espécies
de Mycobacterium acumulam cobre no compartimento fagossomal (Ding et al., 2013). Além
disso, linhagens celulares de macréfagos estimuladas por fatores pro-inflamatérios como

lipopolissacarideo (LPS) e interferon-y (IFN-y) parecem estimular a captagdo de cobre em
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linhagem de macr6fago RAW 267 pelo aumento da expressédo do importador de cobre CTR1
(Hodgkinson and Petris, 2012). Além disso, aumentam o estimulo do trafego de cobre pela
maior expressao do transportador de cobre ATP7A do complexo de Golgi para vesiculas

citoplasmaticas que surgem com o compartimento fagossomal (White et al., 2009).

Em resposta a infeccdo por C.neoformans, ocorre uma mobilizagdo de cobre
pelos macrofagos do hospedeiro, jA& que o0s niveis séricos desse metal aumentaram
significativamente no periodo da infeccdo. Adicionalmente, verificou-se que apos 14 dias de
infecdo, houve um aumento nos niveis do importador de cobre de alta afinidade CTR1 e da
subunidade Cox IV do citocromo oxidase mitocondrial em células de lavado broquioalveolar.
Concomitantemente, foi observada também uma diminuicdo da expressao do transportador de
cobre ATP7A, compartimentalizador do cobre fagossomal (Ding et al., 2013). Coletivamente,
estes dados sugerem que em resposta a infeccdo por C. neoformans via rota respiratoria, o
hospedeiro mobiliza cobre para dentro da circulacdo e células alveolares do pulm&o podem
reorientar esse cobre para fora dos compartimentos vesiculares (Ding et al., 2013). Em
contrapartida, para se adaptar as elevadas concentracdes de cobre vindas do hospedeiro dentro
do fagossomo durante a infeccdo pulmonar, C. neoformans induzem a expressdo de genes
codificadores para metalotioneinas (MTs), proteinas ligadoras de metal rica em cisteina que
sequestram o excesso toxico de cobre (Potrykus et al., 2014). Todavia, outros estudos indicam
que cobre é limitado ao fungo pela célula hospedeira durante a infeccdo no cérebro, ja que
observou-se que a expressdo de CTR4 Cryptococcal pareceu ser altamente induzida apds sua
interacdo com macrdfagos, sugerindo que a disponibilidade de cobre para o patégeno
intracelular é limitada ou insuficiente para o requerido metabolismo durante infeccéo

neurolégica (Waterman et al., 2007).

De fato, os mecanismos pelos quais hospedeiros mamiferos regulam a
homeostase de cobre durante infeccdes fungicas ainda sdo pouco esclarecidos. O metal de
transicdo cobre é requerido tanto para o crescimento fungico, como também é altamente
sequestrado por diversos fluidos biologicos e proteinas de hospedeiros mamiferos e, portanto,
entende-se que existe uma competicdo entre o patdgeno e o hospedeiro para a aquisicao deste

metal, no qual ha o envolvimento do transportador de cobre de alta afinidade CTRL1.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente projeto objetiva avaliar o perfil de expressdo da proteina transportadora de

cobre CTR1 em macrofagos infectados com C. neoformans ou C.albicans.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar quantitativamente a expressdo do transportador CTR1 nas células de
macrofagos contendo células internalizadas de C.neoformans ou C. albicans

em diferentes condicdes;

e Quantificar a expressdo de CTR1 na membrana celular de células de

macrofagos com células de C. neoformans ou C.albicans internalizadas;

e Correlacionar a expressdo do transportador CTR1 em macr6fagos ativados

com LPS e IFN-y com as células fangicas de C.neoformans internalizadas;
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RESUMO

Cryptococcus neoformans e Candida albicans sdo leveduras e agentes etioldgicos de duas
importantes infec¢bes fungicas oportunistas que acometem o ser humano, a Criptococose e
Candidiase, respectivamente. A Criptococose ocorre apds a inalacdo de esporos ou células de
leveduras dessecadas presentes no meio ambiente em excretas de pombos, no solo ou em
eucaliptos e podem acometer pele ou ir até os pulmdes, onde se alojam nos alvéolos e causam
pneumonia ou ainda se disseminar através da corrente sanguinea e atingir o sistema nervoso
central, causando a meningoencefalite ou meningite. Ja a Candidiase convive de forma comensal
com o hospedeiro na pele e sistemas respiratorio, reprodutor e digestorio, mas que com a queda
da imunidade do individuo, torna-se invasiva e causa infeccdo. Ambos os microrganismos
infectam principalmente individuos imunocomprometidos e desenvolveram mecanismos para
sobreviver dentro de células de fagociticas. Uma vez fagocitadas por macréfagos, as células do
microrganismo se deparam com um ambiente hostil, tdxico e com baixo pH, gerado no interior
do fagolisossomo. Nesse contexto, metais de transi¢cdo desempenham importante papel. O cobre
é essencial para a vida aerobica, mas em grandes concentracfes ele pode tornar-se toxico. Por
isso tanto a sua limitacdo, denominada imunidade nutricional, quanto o seu excesso, que gera
espécies reativas e um potencial tdxico para o patdgeno, podem ser utilizados como estratégia
antifangica pelos macrofagos. O transportador de cobre de alta afinidade CTR1 € um dos
responsaveis pela modulacdo da homeostase desse metal, contudo esse mecanismo em
macrofagos durante a infeccdo por fungos ainda esta pouco elucidado. Portanto, o objetivo desse
projeto foi avaliar a expressdo de CTR1 de macrofagos durante sua infeccdo com C. neoformans
ou C. albicans para melhor esclarecimento da homeostase de cobre nessa interagdo. Empregando
métodos como Western blot, in cell ELISA e microscopia de imunofluorescéncia, foi possivel
observar que ocorre um aumento da expressdo de CTR1 em macréfagos infectados com C.
neoformans ou C. albicans. Estes dados sugerem que ha um possivel aumento de cobre e
consequentemente de espécies reativas de oxigénio para limitar o desenvolvimento destas

leveduras.

Palavras-chave: Cryptococcus. Macréfagos. Cobre. Transportadores de Cobre.



27

ABSTRACT

The yeasts Cryptococcus neoformans and Candida albicans are the ethiological agents of
the most important opportunistic fungal pathogen that affects humans, Cryptococcosis and
Candidiasis, respectively. Cryptococcosis occurs via inhalation of the yeast or spores present in
environment in pigeons excreta, soil or eucalyptus and it can affect the skin or go to the lungs,
where the fungal particles adhere in the alveoli and cause pneumonia or spread through the
bloodstream and reach the central nervous system, causing meningoencephalitis or meningitis.
Candidiasis is a commensal to the human respiratory, reproductive and digestive tract, as well to
the skin. However, with the imbalance of human immunity it becomes invasive and cause
infection. These two microorganisms are common causes of infections, especially in
immunocompromised individuals, and also they developed important mechanisms to survive in
phagocytic cells. When it faces the host immune system and are phagocytized by macrophages
into phagolysosomes, the microorganisms are exposed to a hostile, toxic and low pH
environment. In this context, transition metals develop an important role. Copper is an essential
transition metal for aerobic life, but can be toxic in high concentrations due to the formation of
reactive oxygen species. In this way, either its limitation (nutritional immunity) or its
accumulation may constitute antifungal strategies used by macrophages. The high affinity copper
transporter CTR1 is one of the responsible for the modulations of this metal homeostasis in
macrophages. However, its role in macrophages during the infection with fungal cells is still
poorly characterized. Hence, the aim of this work was evaluate the expression of CTR1 in
macrophages during C.neoformans or C.albicans infection to improve the understanding of
copper homeostasis during this interaction. In this project, we used Western blot, in cell ELISA
and Immunofluorescence methods to evaluate CTR1 expression and we were able to observe an
increased expression of it in macrophages infected by C. neoformans ou C. albicans. These
results indicate that there is a possible copper uptake e consequently creation of reactive oxygen

species (ROS) by macrophage to avoid fungal development.

Keywords: Cryptococcus. Macrophages. Copper. Copper Transporters.
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1 INTRODUCAO

O grande avanco da medicina nos ultimos anos vem acompanhado do aumento do
namero de transplantes, e consequentemente do uso de farmacos imunossupressores a fim de
evitar a rejeicdo do 6rgdo ou tecido transplantado. Associado a isto, o crescente numero de casos
de AIDS no mundo contribui para 0 aumento de infecces oportunistas (Voelz and May, 2010).
InfeccBes fungicas estdo entre as maiores complicacbes em imunocomprometidos ou pacientes
hospitalizados.

Uma destas infecgdes € a Criptococose, doenca de origem fungica que atinge mais de um
milhdo de pessoas por ano no mundo e seus principais agentes etioldgicos sdo as leveduras
basidiomicéticas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Cogliati, 2013; Lin and
Heitman, 2006). A levedura C. neoformans causa infec¢Ges oportunistas principalmente em
pacientes imunocomprometidos devido a condic¢des clinicas como HIV, leucemia e cancer ou
uso de medicamentos corticosteroides (Voelz and May, 2010). Em contraste, C. gattii causa
infeccdo em individuos imunocompetentes, sendo esse responsavel por um surto que ocorreu em
1999 nas ilhas de Vancouver, no Canada, causando muitas infeccGes em seres humanos e
animais (Kronstad et al., 2011). E estimado que um milhdo de pessoas no mundo sofram de
meningite criptococécica e que mais de 60% morram nos primeiros trés meses apos o
diagndstico da doenca (Sabiiti and May, 2012). Um dos fatores para isso é que a Criptococose é
de dificil tratamento pela necessidade de se utilizar diversas drogas antifungicas e muitas vezes
essas possuem efeitos colaterais toxicos, além do aumento da resisténcia a essas drogas nas
Gltimas trés décadas (Simm et al., 2011). Para ambas espécies, a infec¢cdo inicia-se através da
inalacdo de esporos ou células de leveduras dessecadas presentes no meio-ambiente em excretas
de pombos, no solo ou em eucaliptos, que podem acometer pele, ou ir até os pulmdes, onde se
alojam nos alvéolos e causam pneumonia, e ainda podem se disseminar até o sistema nervoso
central, causando meningoencefalite ou meningite (Feldmesser et al., 2000; Sorrell, 2001). As
espécies patogénicas do género Cryptococcus sp. possuem alguns fatores de viruléncia classicos
os quais estimulam a infeccdo intracelular, sendo capaz de alterar o estado do sistema imune do
hospedeiro humano para estabelecer a doenca (Kronstad et al., 2011), como: (a) cépsula
polissacaridea, que possui acdo anti-fagocitica, majoritariamente composta pelo polimero

glicuronoxilomanana (GXM) (Zaragoza et al., 2009); (b) producdo de melanina, que possui



29

propriedades antioxidantes, protegendo-o da morte oxidativa por fagocitos (Hamilton and
Goodley, 1996); (c¢) desenvolvimento a 37-C (Sabiiti and May, 2012) e (d) capacidade de
desenvolvimento intrafagossomico (Coelho et al., 2014).

Outra infeccdo muito comum é a Candidiase, causada principalmente por Candida
albicans. Esse fungo comumente coloniza os tratos gastrointestinal, reprodutivo e respiratério do
ser humano, além da pele; contudo, mdltiplos defeitos no sistema imune do hospedeiro estdo
associados com a transi¢do da colonizagdo para invasdo e/ou disseminagdo da Candidiase (Cole
et al., 1996). C. albicans é um fungo dimérfico que pode crescer como leveduras ovoides por
brotamento ou em formas filamentosas como pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, sendo as duas
formas importante para a patogenicidade (Mayer et al., 2013). Além disso, eles podem se aderir
as superficies inertes ou bioldgicas e formar biofilmes, comum em cateteres e superficies de
células mucosas, 0 que aumenta a resisténcia contra terapia antifungica e a fagocitose e também
pode promover uma fonte continua de inoculo capaz de alastrar-se na corrente sanguinea
(Miramon et al., 2013). Seus fatores de viruléncia incluem essa mudanca de morfologia e
também a secrecdo de hidrolases, o que possibilita ao fungo utilizar componentes do hospedeiro
para sua nutricdo e crescimento, fatores de adesdo e atividade extracelular lipolitica ou
proteolitica (Naglik et al., 2004).

A fagocitose parece ser o primeiro método de eliminacdo da infeccdo por Cryptococcus
sp. e Candida sp., sendo os macréfagos os fagdcitos da primeira linha de defesa do hospedeiro
(Mansour and Levitz, 2002). Além dos macrdfagos, outros componentes do sistema imune inato
gue agem no combate a infeccdo sdo: neutréfilos, células dendriticas e componentes do sistema
complemento (Shoham and Levitz, 2005). Contudo, estudos mostraram que ambos fungos
possuem mecanismos de sobrevivéncia frente aos macréfagos do hospedeiro ap6s a fagocitose,
possibilitando sua proliferacdo intracelular apesar do ambiente hostil no interior dos macréfagos,
que inclui acidificacdo e adicdo de peptideos antimicrobianos, proteases, enzimas degenerativas,
e producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Shoham and Levitz, 2005) (Voelz and
May, 2010). Além disso, essas células de defesa também apresentam mecanismos para evitar o
crescimento dos microrganismos patogenos, incluindo a imunidade nutricional, que baseia-se na
diminuicgdo da biodisponibilidade de metais de transi¢cdo, como ferro, zinco, cobre e manganés, ja
que esses estdo envolvidos em processos bioldgicos importantes, sendo essenciais para a

sobrevivéncia de todos os organismos vivos (Cassat and Skaar, 2012; Kehl-Fie and Skaar, 2010),
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ou ainda podem usar a estratégia de intoxicacdo por metais de transicdo como forma de defesa do

hospedeiro para eliminar o microrganismo invasor (Hood and Skaar, 2012).

Dentre esses importantes metais de transicdo, figura o cobre que é essencial para a vida
aerobica e é conhecido amplamente pelas suas propriedades antibacterianas, além de possuir
grande importancia na resposta imune (Hood and Skaar, 2012). O cobre é necessario tanto para o
crescimento fangico quanto para proteinas do hospedeiro, sugerindo que h4 uma competicdo
entre patdgeno e hospedeiro pelas reservas de cobre (Waterman et al., 2007). A homeostase de
cobre é importante para o patégeno fungico C. neoformans, pois pelo menos duas de suas
enzimas sdo cobre-dependente: superoxido desmutase Cu/Zn e a enzima laccase, as quais sdo
importantes para sua viruléncia (Raja et al., 2013). Em hospedeiros mamiferos, o transporte de
cobre é regulado principalmente por proteinas transportadoras de cobre com alta afinidade da
familia CTR, que possuem a sua porcdo amino-terminal rica em histidina e metionina,
responsaveis pela ligacdo a cobre (Zhou and Gitschier, 1997). Esta familia é composta
principalmente pelas proteinas CTR1/SLC31A1, que importa cobre pela membrana plasmética, e
CTR2/SLC31A2, que € principalmente expresso na membrana de vesiculas intracelulares como
endossomos e lissossomos tardios (Stafford et al., 2013; Zhou and Gitschier, 1997). Durante a
infeccdo por C. neoformans ou C.albicans, ha uma competicdo entre o patdgeno e o hospedeiro
pelo cobre disponivel quando ha a restricdo deste metal, o que pode dificultar a sobrevivéncia do
fungo no interior de macréfagos. Foi demonstrado que a limitacdo de cobre pode ser uma
estratégia anti-fangica de macréfagos para conter a infec¢do por C. neoformans e que proteinas
transportadoras de cobre podem, em macrofagos contendo células fungicas internalizadas, estar
envolvidas na homeostase desse metal durante a infeccdo (Festa and Thiele, 2012; Waterman et
al., 2007). Todavia, recentes estudos demonstraram que ha ativacdo de duas metalotioneinas
MT1 e MT2 em condi¢Bes com altas concentracdes de cobre, indicando que os caminhos de
aquisicdo ou detoxificagdo podem variar de acordo com a disponibilidade de cobre para
contribuir com a viruléncia do fungo (Ding et al., 2011; Festa and Thiele, 2012). Resultados
gerados pelo nosso grupo de pesquisa (Flach et al., dados ndo publicados) revelaram que ocorre
diminuigdo dos niveis de cobre em macrofagos infectados por C. neoformans, concomitante com
a diminuicdo dos niveis de transcritos do gene CTR1. Em C.albicans os resultados ndo foram

significativos. Contudo, os mecanismos pelos quais essa regulacdo da homeostase de cobre em
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hospedeiros mamiferos durante infec¢bes por fungos ocorre ainda encontra-se pouco elucidada.
Adicionalmente, o estimulo com citocinas pro-inflamatdria, incluindo IFN- y, modula os niveis
das proteinas envolvidas na homeostase de cobre, principalmente de CTR1 e ATP7A,
confirmando o papel destas proteinas na resposta imune inata (Hood and Skaar, 2012; White et
al., 2009). Com isso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao do transportador
de cobre CTR1 em macrofagos infectados com células de C.neoformans ou C.albicans vivas ou
mortas, apds transcorridos duas horas de interacdo, para elucidar os mecanismos de desvio de
cobre durante tal interacdo e verificar se o patdgeno desenvolve algum mecanismo escapatorio

quando vivo no interior da célula de defesa.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens celulares e cultivo

Utilizaram-se as linhagens H99 de C. neoformans e ATTCC 18804 de C.albicans para o
desenvolvimento desse projeto. Essas linhagens foram rotineiramente cultivadas em meio de
cultura YPD (20 g/L glicose; 20 g/L peptona e 10 g/L extrato de levedura), incubada em
plataforma giratoria (200 rpm) na temperatura de 30°C. A linhagem celular J774.1A de
macrdéfagos murinos foi cultivada em meio DMEM (Invitrogen) acrescido de soro fetal bovino
(10%) e L-glutamina 2 mM, piruvato de sédio 1 mM, HEPES 10 mM, MEM amino&cidos ndo-
essenciais 1x, penicilina 20 U/mL e estreptomicina 20 pg/mL, e incubadas a 37°C em ambiente

umidificado contendo 5% de CO,.

2.2 Interacéo entre células de macrofagos e células de C.neoformans ou C.albicans

Macréfagos (5.10° células) foram cultivados em placa de 24 pogos contendo meio
DMEM e induzidos com 0.5 pg/ml LPS, 100 U/ml IFN-y e 2mM/ml glutamina. Células de C.
neoformans ou células de C. albicans foram incubadas em meio YPD para crescimento por até
20 h. Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS, C.neoformans foi opsonizado com
anticorpo 18-B7 (10 pg/ml) por uma hora & 37°C com agitagdo de 400 rpm. Uma aliquota de
ambos fungos foi morta a 65°C por 30 minutos e agitacdo de 400 rpm. Tantos as células vivas
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como as mortas por calor foram co-incubadas com macrofagos em uma concentracdo de 10:1
(para cada celula de macréfago incubou-se 10 células fungicas) em meio DMEM com LPS, IFN-
vy e glutamina em um volume final de 0.5 mL para cada poco da placa de 24 pocos.
Adicionalmente, células de macrofagos foram tratadas somente com diferentes concentraces
0,2pg/ml 1 pg/ml e 10 pg/ml) do componente majoritario da cépsula polissacaridica -
glucoroxilomanana (GXM) em mesmo volume durante duas horas de interagdo (Nicola and
Casadevall, 2012). Ao fim do periodo de incubagdo, 0s pogos foram lavados trés vezes com
solugéo de PBS e lisados com tampéo de RIPA (50 mM Tris-HCI, 150mM NacCl, 10% SDS,
2mM EDTA, 10% Glicerol e 1% Triton X-100). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 13.000
rom a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e esse foi
armazenado a -80°C. Apds essa preparacdo, as proteinas das amostras foram quantificadas
(Bradford, 1976) e precipitadas com &cido tricloroacético, lavadas com acetona 100%,
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 10°C e por fim, o pellet suspenso em tampédo de
amostra 1% (BioRad). A partir dessa fase as amostras foram analisadas em trés experimentos

independentes.

2.3 Western blot

Para avaliacdo da expressdo do transportador de cobre CTR1 foi realizado Western blot.
A técnica utilizada foi a transferéncia semi-seca (BioRad Trans-Blot SD Semi Dry Transfer
Cell), no qual, apds as amostras serem migradas em SDS-PAGE a 100 V, as proteinas presentes
nos géis foram transferidas para uma membrana PVDF. ApGs a transferéncia, a membrana foi
incubada com tampéo de bloqueio (5% leite em p6, 0,1% Tween 20 e PBS 1x), sendo entdo
incubada a membrana com anticorpo primério FL-190 anti-CTR1 (Santa Cruz Biotechnology)
por quatro horas em agitacdo. Lavou-se trés vezes com PBS e tween 0,1% por 15 minutos e logo
a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-rabbit IGG conjugado com peroxidase
(Life Technologies) por uma hora. Lavou-se o sistema novamente trés vezes com PBS e tween
0,1% por 10 minutos cada. Em seguida, a membrana foi tratada com substratos para a revelacao
subsequente. O experimento foi realizado conforme recomendagdes do sistema de revelagéo
ECL Western Blotting (Pierce).
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2.4 In cell ELISA

Macrofagos J774.1A foram cultivados em placa de 96 pogos contendo DMEM
suplementado com 10% de SFB, IFN-y, LPS e glutamina. Células de C. neoformans e de
C.albicans foram cultivadas em YPD, lavadas com PBS, C.neoformans foi opsonizado com o
anticorpo 18-B7, uma aliquota de ambos fungos patogenos foi morta por calor e todos inoculadas
na proporgao 10:1. A interagéo foi ainda realizada em DMEM contendo IFN-y, LPS, glutamina e
também testou-se a resposta de macréfagos quanto a presenca apenas de GXM (0,1pg/ml). Apods
duas horas de interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com PBS para remover
0s macrofagos ndo aderidos e as células de C. neoformans ou C.albicans ndo-fagocitadas, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% com incubagdo de 30 minutos a 37°C, lavadas
com PBS novamente e blogueadas com tampéo de bloqueio (5% leite em po, 0,1% Tween 20 e
PBS 1x) por uma hora a 4°C com agitacdo. Apds trés ciclos de lavagem, foi adicionado o
anticorpo primario FL-190 anti-CTR1 (diluicdo 1:500 em blotto) por uma hora a 37°C, seguido
de trés ciclos de lavagem com PBS. Em seguida, os pogos foram incubados com anticorpo
secundario anti-rabbit IGG conjugado com peroxidase (diluicdo de 1:2000 em blotto) por mais
uma hora a 37°C. O sistema entdo foi lavado trés vezes com PBS e adicionou-se 100 uL de TMB
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) em cada poco e em seguida foi determinada a absorbancia em
comprimento de onda especifico (A = 630 nm) em leitor de microplacas. Utilizou-se como

controle negativo apenas pocos incubados com os anticorpos, sem células.

2.5 Imunofluorescéncia

Para avaliar se células de macréfagos contendo células de C. neoformans modulam
diferentemente a quantidade de CTR1 na membrana plasmatica em relacdo as células que nédo
englobaram células de C. neoformans, realizou-se o teste imunofluorescéncia com base no
protocolo previamente descrito (Silveira et al., 2013), partindo também do mesmo protocolo de
experimentos de infeccdo de macrdfagos, conforme previamente descrito (Kmetzsch et al., 2010)
com os grupos: C. neoformans vivo e morto por calor. Apds o tempo de interagdo de duas horas,

removeu-se 0 meio de cultura e lavou-se cada poco dessa placa de 24 pogos trés vezes com
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solucdo de PBS. Fixou-se as células com paraformaldeido 4% por 30 minutos a temperatura
ambiente, lavou-se a placa nhovamente trés vezes com PBS sob agitacdo e entdo as células foram
bloqueadas com 1mL de PBS e 2% de BSA (Bovine Serum Albumin), deixando sob agitagéo por
cinco minutos a 4°C. Apos lavagens, foram adicionados 500 pL por pogo de PBS, 1% de BSA e
anticorpo primario FL-190 anti-CTR1 (1:200) e deixou-se incubar por uma hora a 4°C.
Consecutivas lavagens com PBS foram realizadas e apds adicionou-se 0 anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) que emite uma fluorescéncia de cor verde, em
contato por 30 minutos a temperatura ambiente. Células foram contra coradas com DAPI por 10
minutos sob mesmas condicdes e entdo capturou-se as imagens no microscopio de fluorescéncia
(filtro GFP), sendo entdo a fluorescéncia mensurada empregando o método CTCF (Corrected
Total Cell Fluorecence)(Burgess et al., 2010) para mensurar corretamente a fluorescéncia
emitida pelas células analisadas. Como controle negativo, nos utilizamos células de macr6fagos

incubadas apenas com o anticorpo secundario.
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2.6 Analises Estatisticas

Valores sdo expressos como as medias das replicatas + desvio padrdo. A andlise
estatistica e os graficos foram confeccionados com o software Graph Pad Prism 6. Para
avaliacdo da significancia entre os valores utilizou-se Student t-test ou One-way ANOVA (com

Tukey post-test). Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos previamente pelo nosso grupo de pesquisa (Flach et al.,
dados ndo publicados), observou-se que a presenca de cobre influencia a atividade
antimicrobiana em macréfagos, 0 que vai de encontro ao descrito na literatura, indicando que
cobre em macrdéfagos € utilizado como defesa contra patdgenos bacterianos (Achard et al., 2012).
Além disso, corrobora com o que foi visto em outro estudo, no qual foi detectado o aumento da
expressao do transportador de cobre Ctr4 em Cryptococcus neoformans durante sua presenca no
interior de macréfagos na linhagem J774.1A, sugerindo que a disponibilidade de cobre para o
patogeno intracelular era insuficiente para suprir suas atividades metabdlicas (Waterman et al.,
2007). Essa reducdo de cobre por macréfagos indica um mecanismo de imunidade nutricional
como forma de defesa, limitando um nutriente essencial para o patégeno. Nosso grupo de
pesquisa também verificou que durante a infeccdo por C. neoformans, ha uma diminuicdo dos
niveis de transcritos do transportador de cobre CTR1 em células de macrofagos da linhagem
J774.1A sugerindo uma situacdo de limitacdo do cobre no interior de células fagociticas durante
sua interacdo com o fungo. Desta forma, a estratégia de imunidade nutricional pode ser
possivelmente utilizada por macrofagos para prejudicar a sobrevivéncia do fungo. Sendo assim, a
adicdo de cobre exdgeno reduziria o efeito antifungico das células de macréfagos (Flach et al.,
dados nédo publicados).

Tendo em vista estes dados, experimentos adicionais foram realizados para avaliar se
ocorre modulacdo da homeostase de cobre em macrdfagos expostos as condi¢bes de infeccdo por
leveduras patogénicas. Para tanto, a expressdo do transportador de cobre CTR1 foi avaliada
frente a distintas condicBes, empregando interacGes por um periodo de duas horas entre células
de macrofagos murinos da linhagem J774.1A com células da linhagem H99 de C. neoformans
vivas ou mortas por calor, assim como com células da linhagem ATTCC 18804 de C. albicans
vivas ou mortas por calor. Adicionalmente, estas interagdes foram realizadas com concentragoes
crescentes de polissacarideos extracelulares de C. neoformans, cujo componente majoritario é a
glucoronoxilomanana (GXM). Foi detectada a expressdo de CTR1 em macrofagos expostos a
todas as condigdes (Figuras 1 e 2). Observou-se um aparente aumento da expressdo do
transportador CTR1 em macrofagos incubados com C. neoformans morto por calor (Figura 1A e

1B). Na interagdo com C. albicans, ndo foi possivel verificar diferencas significativas na
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expressao do transportador CTR1 em macrofagos interagindo com células vivas comparado com
0s grupos controle. Entretanto, uma aparente diminuicdo foi detectada apés a interacdo com as
celulas fangicas mortas (Figura 2).
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Figura 1. A expressdo do transportador de cobre CTR1 em células J774A ¢ alterada com a presenga de C.
neoformans. (A) Macrofagos (5.10° células) e células vivas (Cn) ou mortas por calor (Cn HK) de C. neoformans
(5.10° células) ou concentragdes crescentes de GXM (0,1, 1,0 ou 10 ug) foram incubadas em meio DMEM por duas
horas. Os pogos da placa de 24 pocos foram lavados com solugéo de PBS e as proteinas extraidas com tampdo de
RIPA (50 mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 10% SDS, 2mM EDTA, 10% Glicerol e 1% Triton X-100). As proteinas
foram separadas em gel SDS-PAGE, transferidas para membrana PVDF e imunomarcadas com anticorpo primario
anti-CTR1 FL-190 (Santa Cruz Biotechnology), seguido pela incubacdo com anticorpo secundario anti-rabbit IGG
peroxidase-conjugated (imagem superior). Controle de amostra est4 indicado pelo gel de Comassie na imagem
inferior. (B) Analise densitomética do sinal da imunomarcacdo normalizada pela quantidade de proteina corada com

Comassie.
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Figura 2. A expressdo do transportador de cobre Ctrl expresso em células de macréfagos é alterada em
resposta a C.albicans. (A) Macrofagos (5.10° células) e células vivas (Ca) ou mortas por calor (Ca HK) de C.
albicans (5.10° células) foram incubadas em meio de cultura DMEM por duas horas. Os pogos da placa foram

lavados com solugdo de PBS e as proteinas extraidas com tampéo de RIPA (50 mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 10%
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SDS, 2mM EDTA, 10% Glicerol e 1% Triton X-100). As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE,
transferidas para membrana PVDF e imunomarcadas com anticorpo priméario anti-CTR1 FL-190 (Santa Cruz
Biotechnology), seguido pela incubagdo com anticorpo secundario anti-rabbit IGG peroxidase-conjugated (imagem
superior). Controle de amostra esta indicado pelo gel de Comassie na imagem inferior. (B) Analise densitomética do

sinal da imunomarcacéo normalizada pela quantidade de proteina corada com Comassie.

Seguindo os experimentos para verificar a expressdo de CTR1 em macrofagos infectados
por ambos fungos C.neoformans e C.albicans, executou-se um ensaio de in cell ELISA como
uma alternativa para quantificar a expressao da proteina apds duas horas de interacdo com fungos
patogénicos. Esta estratégia foi utilizada devido ao fato de esta técnica detectar de forma
quantitativa a proteina em sua forma nativa na superficie dos macréfagos, enquanto Western blot
detecta a proteina apds desnaturacdo. Estudos prévios indicam que CTR1 é encontrado
predominantemente na membrana plasmatica, mas durante a funcdo normal da célula, esse
transportador pode alterar sua localizagdo entre a membrana plasmaética e vesiculas intracelulares
(Wee et al., 2013). Em ocasides de infec¢cdo por algumas bactérias e fungos, macréfagos regulam
positivamente a producdo transportadores de cobre, deslocando entdo uma maior quantidade
CTR1 para a superficie de membrana (Wee et al., 2013). Adicionalmente, ja foi sugerido que as
concentracdes de cobre sdo estimuladas e mostram-se elevadas em resposta a agentes
proinflamatdrios como IFN-y ¢ LPS (White et al., 2009). Desta forma, pudemos quantificar
CTR1 presente na superficie de macr6fagos. Nao foi possivel, por esta metodologia, detectar
diferencas significativas entre a expressao de CTR1 no tratamento controle ou naqueles
macrofagos expostos a células vivas ou mortas de C. neoformans, assim como em células
expostas a GXM. Entretanto, foi possivel detectar um aumento significativo da expressdo de
CTR1 na presenga de C. albicans vivas (Figura 3). Este mesmo aumento ndo foi observado em

macrofagos incubados com células de C. albicans mortas.
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Figura 3. A expressdo da proteina de superficie Ctrl nas células de macréfagos é estimulada em resposta ao
fungo C.albicans. Macrofagos (5.10° células) com células vivas (Cn) ou mortas por calor (Cn HK) de C.
neoformans (5.10° células), com células vivas (Ca) ou mortas por calor (Ca HK) de C. albicans (5.10° células) ou
ainda com 0,1 pug/ml de GXM foram incubadas em meio de cultura DMEM por duas horas. Os pogos utilizados da
placa de 96 pocos foram lavados com solugdo de PBS e incubou-se as células com paraformaldeido 4%. Andlises do
teste foram conduzidas através da incubagdo com anticorpo anti-CTR1 FL-190 (Santa Cruz Biotechnology), seguido
pela ligagdo com o anticorpo secundério anti-rabbit IGG conjugado com peroxidase e a leitura da absorbancia feita
ap6s 15 minutos (A) e 30 minutos (B) ap6s a adigdo de TBM (3,3°,5,5” -tetrametilbenzidina), substrato para ELISA

teste.

Com o intuito de verificar a imunolocalizacdo da proteina de superficie de interesse,
realizamos a analise de imagens da interagdo de C.neoformans com macrofagos da linhagem
J774.1A através da técnica de microscopia de imunofluorescéncia (Figura 4). Esse teste revelou
que CTR1 pode encontrar-se localizado de forma espalhada na membrana plasmatica da célula
de macréfago (Figura 4A). Podemos afirmar que esta localizagdo refere-se somente ao que esta

presente na superficie celular, pois ndo foi realizada a permeabilizagdo da mesma. Além disso,
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analises de densitometria mostraram que a expressdo de CTR1 na superficie de membrana
aumentou apoés a incubacdo com C.neoformans, sugerindo que a presenca de tal fungo vivo no
interior das células de defesa leva a alteracdo da expressdo de transportadores de cobre,
sugerindo uma modula¢do complexa no padrdo de expressdo deste gene do macrofago em
resposta ao fungo patogénico (Figura 4B). E importante destacar que foi possivel observar uma
maior expressdo do transportador na superficie em macrofagos com fungo internalizado,
comparado com os que ndo internalizaram C. neoformas, mas entraram apenas em contato;
porém, ambos requereram uma maior atividade do transportador CTR1 do que o grupo controle,
no qual sdo macréfagos que nao interagiram com o patdgeno.

A B

20+
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Figure 4: A expressdo de Ctrl é modulada em macréfagos contendo células de C.neoformans internalizadas.
Macrofagos (5.10° células) e células vivas (Cn) ou mortas por calor (Cn HK) de C. neoformans (5.10° células)
foram incubadas em meio de cultura DMEM por duas horas em I&minas de vidro. Andlises da imunofluorescéncia
foram feitas apds incubacdo da interacdo com anticorpo primario anti-CTR1 FL-190 (Santa Cruz Biotechnology),
seguido por anticorpo secundario Alexa Fluor 488- conjugated (Invitrogen). As células foram analisadas por
microscopio de imunofluorescéncia para mensurar a fluorescéncia associada com CTR1 em macrofagos (imagem A)
e em seguida as andlises das imagens geradas foram calculadas com corre¢do da fluorescéncia celular total (CTCF —
imagem B) que mostrou uma alteracdo na expressdao de CTR1 quando as células foram expostas aos fungos
patogénicos. A figura 4A mostra o grupo controle de macréfagos (I e I1) e macréfagos tratados com C. neoformans

(111 e 1V). Imagens captadas com aumento de 400 x.
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Os resultados inicialmente obtidos tanto por outros estudos do nosso grupo de pesquisa
quanto por outros dados presentes na literatura, convergiram para afirmac@es da hipétese de que
a imunidade nutricional € praticada pelas células de defesa do hospedeiro para conter o
microrganismo C. neoformans. Viu-se que o hospedeiro regula a rota de metais intercambiaveis
atraves do sequestro desses metais via carregadores de proteinas ou os compartimentalizando em
reservas intracelulares (Potrykus et al., 2014), e essa estratégia essencialmente impde uma
imunidade nutricional constitutiva por depletar o meio extracelular de metais, criando um
ambiente limitante de micronutrientes para o patogeno (Waterman et al., 2007; Waterman et al.,
2012). Com base nos resultados desse trabalho, ndo podemos reforcar tal teoria devido ao fato de
ndo se ter observado reducdo da expressdao de CTR1 durante e infeccdo de macréfagos com
células vivas de C.neoformans, tanto no teste de Western blot quanto no teste de ELISA.
Todavia, 0 aumento da expressdo desse transportador na presenca de células de C.neoformans
mortas no primeiro experimento, poderia indicar uma possivel modulacdo dessa interacdo por
parte do patdgeno, alterando a resposta original do macréfago; contudo, como os resultados do
teste ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, ndo podemos fazer tal afirmacao.

Outros achados na literatura indicam que um componente importante para a defesa do
hospedeiro é a intoxicacdo do fagossomo por metais de transicdo com fim de eliminar o
microrganismo invasor, como ocorre na infeccdo com C. albicans, Mycobacterium tuberculosis,
A. fumigatus, Histoplasma capsulatum (Douglas et al., 2012) e, devido a isso, esses patdgenos
desenvolveram diversas estratégias para subverter tal toxicidade, incluindo a inibicdo de seus
transportadores de cobre como CTR1 e ativacdo de metalotioneinas e transportador de cobre
ATPase tipo-P (Weissman et al., 2000). Baseando-se nesses estudos prévios, o resultado
esperado seria um aumento de transportadores de cobre extracelular para capturar Cu e intoxicar
o fagolisossomo com células fungicas de C.albicans internalizadas. Apesar de isso ndo ter sido
verificado na técnica de Western blot, foi indicado com o teste de ELISA, no qual o resultado
mostra nitidamente um aumento significativo da expressao do transportador de cobre CTR1 em
macrofagos infectados com células de C. albicans vivas. Isso nos leva a acreditar e reforcar que
provavelmente essa seja a estratégia utilizada pelas células de defesa do hospedeiro para inibir a

proliferacdo de C.albicans. Contudo, ainda h& a possibilidade de esse aumento evidente do
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transportador via teste de ELISA ser influenciado por ligagdes cruzadas, resultando num possivel
falso-positivo. Por essa razao, tais experimentos devem ser reforcados.

Por fim, os dados esperados ao se realizar a técnica de imunofluorescéncia visavam tentar
confirmar alguma das informacOes geradas anteriormente. Todavia, 0os dados observados
continuaram sendo divergentes aos coletados previamente em relacdo a homeostase de cobre
durante a interacdo macrofago-C.neoformans. Nesse caso, 0s dados convergiram para estudos
prévios que citam que a expressdo do transportador de cobre CTR1 (importador de cobre)
apresentou-se aumentado em células de macréfagos ativados infectados com C .neoformans e
que niveis de exportador de cobre fagossomal ATP7A estavam diminuidos (Ding et al., 2013),
sendo essa uma estratégia antifungica, de intoxicacdo, para eliminar o fungo. Trabalhos na
literatura indicam que C. neoformans desenvolveu estratégias para fazer uma destoxificacdo
desse metal de transicdo: quando esse fungo percebe os altos niveis de cobre por exemplo, ativa
a expressao de genes de metalotioneinas como CMT1 e CMT2 que agem como detoxificadores e
sdo induzidos apenas quando ha altos niveis desse metal (Hofer, 2013); ou inibem o acumulo de
cobre dentro do fagossomo via outras estratégias. Para sobreviver e replicar dentro do
hospedeiro, esse fungo desenvolveu também a habilidade de alterar o ambiente intracelular dos
fagocitos do hospedeiro durante a infeccdo, provavelmente via a exportacdo de alguns fatores de
viruléncia (Kronstad et al., 2011). A liberacdo desses fatores durante sua presenca no interior de
células fagociticas ocorre através de vesiculas que atravessam a parede celular, que parecem
conter diversas substancias, incluindo GXM, GalXM, pigmentos, proteinas e lipideos, que estdo
biologicamente ativos e podem estimular a resposta imune de macrofagos ou ainda modificar a
funcdo dessas células (Oliveira et al., 2010). Essa hipotese pode explicar o fato de um dos
resultados adquiridos no primeiro experimento realizado por nés nesse trabalho ter apontado uma
menor expressdo da proteina CTR1 em macrdéfagos com células de C.neoformans vivas, mesmo
gue ndo estatisticamente significativos, comparado com essas células mortas. 1sso pode indiciar o
mecanismo de intoxicagdo com cobre como o utilizado pelas células do hospedeiro para eliminar
o fungo, mas havendo também uma possivel reacdo do patdgeno contra essa estrategia de defesa.

Como indicado anteriormente, as informacgdes obtidas dos experimentos realizados se
diferem em pontos especificos, indicando diferentes possiveis hipoteses do mecanismo de agéo
praticada pelas células de defesa do hospedeiro contra ambos os fungos C. neoformans e C.

albicans. Alguns dos motivos que séo capazes de explicar tal divergéncia podem ser relacionadas
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primeiro com os erros envolvendo a sistematica do experimento de Western blot, como
qualidade do gel SDS-PAGE, composicdo dos tampdes utilizados, qualidade e diluicdo de
anticorpos para a otimizacdo e sinal de ruido (Aksamitiene et al., 2007). Segundo, pela célula
lisada total dos macrofagos, apds terem sido incubados e interagido com os fungos, ser utilizada
para executar a andlise por immunoblot da expressdo protéica, podendo por isso haver
interferentes ou ligacdes inespecificas do anticorpo, que podem gerar um sinal aumentado ou
diminuido da banda de interesse. Terceiro, 0 mesmo anticorpo primario, utilizado em todos 0s
experimentos, é 1gG de coelho policlonal, o que o aumenta sua chance de ligar-se em receptores
inespecificos.

Além disso, ja foi descrito que C. albicans é completamente associado com
mondcitos/macréfagos em 20 minutos ap6s o inicio da interacdo, ndo tendo mais células fangicas
livres detectaveis apos esse periodo. Esse processo entre as células de defesa do hospedeiro com
C. neoformans parece ser um processo mais lento e ineficiente comparado com a infeccdo com
C. albicans (Chaka et al., 1995). Esses dados podem explicar o motivo pelo qual ndo foi possivel
observar 0 mesmo padrao de expressdo proteica em macréfagos infectados com C. neoformans
comparado com os infectados com C. albicans no experimento de in cell ELISA. A taxa de
fagocitose pelos macréfagos com C. albicans é maior em duas horas de interacdo, indicando por
isSO um maior acionamento do transportador CTR1 em consequéncia do maior nimero de
células com patégeno internalizado, padrdo que pbde ser verificado na analise de
imunofluorescéncia, no qual demonstrou que macréfagos com fungos patégenos internalizados
apresentaram maior expressdo de CTR1. Ja as células de defesa em contato com C. neoformans
acionam a proteina transportadora na membrana plasmatica, contudo devido ao pouco tempo de
interagdo, provavelmente ndo foi suficiente para ser detectado no teste colorimétrico.

Por fim, a disponibilidade de metais que Cryptococccus neoformans enfrenta quando em
contato com as células de defesa do hospedeiro ndo estdo claras e podem variar com o decorrer
do processo infeccioso (Raja et al., 2013). Alguns trabalhos mostram que o papel protetor de
Cufl durante periodos de exposicao a altas concentragdes de cobre é consistente com a ideia de
que o patdgeno pode enfrentar niveis elevados e possivelmente toxicos desse metal durante a
infeccdo (Chun and Madhani, 2010). Outros estudos apontam que a ativacdo da expressdo do
transportador Ctr4 de C. neoformans em fagolisossomos originados da interagdo com

macrofagos da linhagem J774.16, se da provavelmente devido & um ambiente limitante de cobre
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(Waterman et al., 2007), ou seja, 0 patdgeno comporta-se como se estivesse em um local com
escassez de cobre durante a infeccdo (Raja et al., 2013). A Unica afirmacdo que podemos fazer
até esse momento é que a disponibilidade de cobre durante a infec¢do hospedeiro-patdgeno
fangico é disputada entre ambos para agirem de forma estrategicamente protetora a acdo um do
outro e que a homeostase de cobre é dependente do transportador de cobre de alta afinidade
CTR1.
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5 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos pelos nossos experimentos neste trabalho podemos sugerir
a rota mais provavelmente utilizada pelas celulas de defesa do hospedeiro, mais especificamente
pelos macréfagos, como tentativa de eliminar o fungo Cryptococcus neoformans do. Ao utilizar
mudancas na homeostase de cobre como estratégia antifingica, observamos que dentre 0s
ensaios realizados apds duas horas de incubacdo, o mais sensivel apontou uma maior expressao
do transportador de alta afinidade por cobre CTR1, condizendo com a teoria existente para essa

interacdo, sendo essa a intoxicacdo por metal de transicao.

As mesmas ressalvas sdo consideradas para a infeccdo com o fungo Candida albicans,
havendo um grande indicio de que a estratégia de intoxicacdo por cobre durante a interagdo com
esse fungo é utilizada, devido ao aumento quantitativo do transportador CTR1 observado.
Contudo, os testes devem ser repetidos para confirmar esse mecanismo de interacdo com células

fagociticas.

O método pelo qual hospedeiros mamiferos regulam a homeostase de cobre durante a
infeccdo flngica ainda ndo esta bem esclarecida, mas sabe-se que esse metal tem grande
importancia durante a interacdo patdgeno-hospedeiro. Para melhor compreendermos a
sisteméatica que ocorre durante a infeccdo de macrofagos com os fungos Cryptococcus

neoformans e Candida albicans, mais estudos sdo necessarios.
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6 PERSPECTIVAS

Repetir os experimentos ja realizados — Western blot, ELISA e Imunofluorescéncia -
incluindo outros tempos de interagcdo entre fungo e macrofagos, além de incluir outros métodos

como a Citometria de Fluxo.

Quantificar a expressdo de outros transportadores de cobre para melhor elucidar o desvio

da homeostase de cobre durante a infeccdo por C.neoformans e C.albicans.

Confirmar a distribui¢do do transportador CTR1 na membrana plasmética de macr6fagos

atraves da técnica de Microscopia Confocal.

Investigar outros mecanismos que possam estar envolvidos na modulagdo da homeostase

de cobre em macro6fagos durante a interacdo com Cryptococcus neoformans e Candida albicans.
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