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RESUMO

A levedura basidiomicética Cryptococcus neoformans é o agente etiologico da
criptococose, patologia que pode acometer diferentes érgdos do hospedeiro, incluindo pele,
pulmdes e sistema nervoso central. O ciclo infeccioso se inicia com a deposicéo de particulas
infecciosas nas vias aéreas do hospedeiro. Neste ambiente, 0 micro-organismo se depara com
diversas limitacdes impostas pelo hospedeiro para conter a progressdo da infeccdo, sendo uma
delas denominada imunidade nutricional, caracterizada pela criagdo de um ambiente com
restrita disponibilidade de nutrientes. Visto que a privagdo de zinco constitui um exemplo de
imunidade nutricional, os mecanismos de captacdo e metabolismo deste metal possivelmente
estdo relacionados ao processo de interacdo patdgeno-hospedeiro. Portanto, o objetivo deste
projeto foi avaliar a modulacdo da homeostase do metal zinco em macréfagos e a sua
influéncia na atividade fungicida dessas células. Em ensaios de viabilidade celular de
macrofagos murinos em concentrag@es crescentes de cloreto de zinco (ZnCly) ou do quelante
de zinco DTPA, foi observada reducdo drastica da viabilidade celular apenas em
concentracdes de ZnCl, superiores a 500 uM. A taxa de desenvolvimento de C. neoformans
foi alterada apenas na auséncia de zinco (concentragcfes superiores a 50 uM de DTPA). Para
avaliar se a privacdo de zinco influencia a atividade fungicida de macréfagos, realizamos
testes de viabilidade de C. neoformans apds a interacdo com células de macr6fagos murinos.
Observamos que a privacdo de zinco levou a menor atividade fungicida de macrofagos;
entretanto, células de C. neoformans previamente tratadas com o quelante de zinco TPEN se
mostraram mais sensiveis a atividade fungicida de macréfagos. Levando em consideracdo que
a privacdo de zinco altera a sensibilidade de C. neoformans a atividade fungicida de
macrofagos, foi realizada analise quantitativa dos niveis de transcritos de 10 genes da familia
ZnT e 4 genes da familia ZIP de transportadores de zinco. Os genes ZnT-1, ZnT-5, ZnT-6 e
ZnT-7 apresentaram uma reducgéo significativa dos niveis relativos de transcritos apos 3 ou 6
horas de interagdo com C. neoformans. Esta mesma reducdo foi observada para os niveis
relativos dos transcritos referentes aos genes ZIP1, ZIP8, ZIP13 e ZIP14. Em ensaios para
avaliar se ocorre mobilizagdo de zinco intracelular em células de macrofagos durante a
interacdo com Cryptococcus, ndo houve diferenca significativa, sugerindo que o0s
transportadores de zinco ZnT e ZIP nédo estdo envolvidos na homeostase de zinco durante a
infeccdo por C. neoformans, e que existem outros mecanismos que regulam a homeostase de

zinco em macrofagos durante a infec¢ao por essa levedura.



ABSTRACT

The basidiomycetic yeast Cryptococcus neoformans is the etiological agent of
cryptococcosis, pathology that affects different organs in the host, including skin, lungs and
central nervous system. The infectious cycle begins with the deposition of infective particles
in the respiratory tract. In this environment, the microorganism faces several limitations
imposed by the host to contain the spread of the infection, one of them called nutritional
immunity, characterized by the creation of an environment with limited nutrient availability.
Since zinc deprivation is one example of nutritional immunity, mechanisms of uptake and
metabolism of this metal are possibly related to host-pathogen interaction. Hence, the aim of
the present study was to evaluate the modulation of zinc homeostasis in macrophages and its
influence on antifungal activity of these cells. To evaluate if external zinc availability affects
the antifungal properties of macrophages, the cell viability of murine macrophages was
assessed in increasing concentrations of zinc chloride (ZnCl,) or zinc chelator DTPA; the cell
viability was drastically decreased in ZnCl, concentrations above 500 uM. The growth rate of
C. neoformans was altered in the lack of zinc (concentrations above 50 uM of DTPA). To
evaluate if zinc deprivation affects the antifungal activity of macrophages, we performed
viability tests of C. neoformans after interaction with macrophages. We observed that zinc
deprivation led to lower antifungal activity; meanwhile, fungal cells pretreated with zinc
chelator TPEN were more susceptible to antifungal activity of macrophages. Since zinc
deprivation alters the sensitivity of C. neoformans to antifungal activity of macrophages, the
relative transcript levels of 10 ZnT zinc transporters and 4 ZIP zinc transporters were
quantified. ZnT-1, ZnT-5, ZnT-6 and ZnT-7 showed a significant decrease in expression after
3 and 6 hours of interaction with C. neoformans as well as ZIP1, 8, 13 and 14. We performed
assays to evaluate if there is intracellular zinc mobilization in macrophages infected with C.
neoformans, however the results had no statistical difference, suggesting that zinc transporters
ZnT and ZIP are not involved in zinc homeostasis during cryptococcal infection, and that are
other mechanisms involved in zinc homeostasis in macrophages during infection by C.

neoformans.
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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. Uma das
principais patologias fungicas que acomete pacientes imunossuprimidos é a criptococose
(Perfect, 2012), que tem como principais agentes etiologicos as leveduras Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. Em modelo murino de infecgdo, Cryptococcus gattii fica
mais restrito ao pulmao, raramente se disseminando para o sistema nervoso central; ja
Cryptococcus neoformans, que possui tropismo pelo tecido cerebral, causa uma forma mais
grave da doenca, caracterizada por um quadro de meningoencefalite (Perfect, 2012).

Apesar da incidéncia da doenca ter diminuido em paises desenvolvidos apds a
introducdo da terapia antirretroviral (Perfect et al., 2010), estima-se que um milhdo de pessoas
no mundo sofram de meningite criptocococica e que mais de 60% morram trés meses apds o
diagnostico. A maioria dos casos estd associada ao virus HIV, sendo que 80% desses casos
ocorrem na Africa Subsaariana (Sabiiti e May, 2012), onde ainda existe um alto indice de
pacientes HIV-positivos ndo tratados. Sem o tratamento especifico para meningite
criptococdcica, a taxa de mortalidade entre esses pacientes pode chegar a 100% duas semanas
apos o diagnostico (Perfect et al., 2010). Os casos persistentes em paises desenvolvidos estdo
associados principalmente a pacientes recém-diagnosticados como portadores do virus HIV, e
pacientes em tratamento com altas doses de corticosteroides ou outras drogas
imunossupressoras (Perfect et al., 2010). No Brasil, a criptococose foi mencionada em 50,9%
dos registros de morte em pacientes com AIDS entre 1996 e 2006, representando 23,9 casos a
cada 1000 mortes relacionadas a AIDS, sendo predominante nas regides Sul e Sudeste (Prado
et al., 2009).

A criptococose é de dificil tratamento, pois envolve uma combinacdo de farmacos
antifangicos com alto indice de efeitos colaterais ao paciente, como a anfotericina B, a
flucitosina e o fluconazol. Além disso, a resisténcia a drogas fungicidas aumentou
consideravelmente nas Gltimas trés décadas (Simm et al., 2011), principalmente na Africa,
onde o fluconazol é amplamente prescrito profilaticamente e utilizado como monoterapia no
tratamento da criptococose, 0 que torna cada vez mais necessaria a descoberta de novas

estratégias terapéuticas para a doenca.
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1.1 Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

As leveduras C. neoformans e C. gattii sdo basidiomicetos que podem acometer pele,
pulmdes e sistema nervoso central do hospedeiro (Sorrell, 2001). Os principais fatores de
viruléncia sdo a producdo de capsula polissacaridica, a producdo de melanina, o
desenvolvimento a 37°C (Perfect et al., 1998) e a producédo de enzimas extracelulares, como a
fosfolipase B e a urease (Kronstad et al., 2012). A capsula polissacaridica é composta por
glucoroxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM) e manoproteinas, as quais possuem
propriedades imunomoduladoras, estimulando a resposta imunoldgica mediada por células T
(Kronstad et al., 2011). A melanina é um pigmento produzido pela enzima lacase, sendo
considerado um mecanismo de adaptacdo a condicdes ambientais e de defesa contra a
radiacdo ultravioleta, além de conferir protecdo contra o sistema fagocitico e contra a acdo de
farmacos antifungicos. A sintese da lacase é estimulada por varios fatores, incluindo o
metabolismo de cobre (Mauch, Cunha e Dias, 2013). Cryptococcus € relativamente
termotolerante em comparagdo com outros fungos, o que permite seu desenvolvimento a
temperatura fisiolégica de hospedeiros mamiferos (Kronstad et al., 2011). A fosfolipase B
garante a integridade da parede celular, além de contribuir para a invasao do tecido pulmonar
e disseminacdo do fungo. A urease catalisa a hidrélise da ureia em aménia, 0 que parece
facilitar a disseminacdo de C. neoformans para o sistema nervoso central, devido ao efeito
toxico da aménia nas células endoteliais dos capilares cerebrais (Singh et al., 2013).

De acordo com antigenos presentes na capsula polissacaridica, C. neoformans é sub-
classificado em sorotipos A, D e AD, 0s quais acometem tipicamente pacientes
imunocomprometidos, ou seja, € considerado um patdgeno oportunista e tem distribuicéo
mundial. J& C. gattii é sub-classificado nos sorotipos B e C, sendo sua distribuicdo mais
comum em locais com clima tropical e subtropical, e acometendo pacientes
imunocompetentes, ou seja, € um pagéteno primario. Entretanto, apesar de C. gattii ser mais
comum em locais com clima tropical e subtropical, emergiu na llha de Vancouver, na
Columbia Britanica, em 1999, a linhagem hipervirulenta R265. Recentemente foi descrito que
C. gattii esta distribuido por varias regides dos Estados Unidos (Marr, 2012), também
apresentando casos na Europa (Hagen et al., 2012), e que ndo tem predilecdo por pacientes

imunocompetentes (Capilla et al., 2006).
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1.2 Resposta Imune a Criptococose

O processo de infeccdo inicia com a inalagdo de esporos ou leveduras dessecadas
presentes em excretas de pombos, no solo ou em eucaliptos, que véo para o pulmao, se alojam
nos alvéolos, causando pneumonia, e podem se disseminar para o sistema nervoso central,
causando meningoencefalite (Figura 1). Entretanto, a maioria dos esporos ou das leveduras
dessecadas que sdo inaladas nem sequer chegam aos pulmdes e sdo eliminadas devido a
turbuléncia do ar e da acéo ciliar. A pequena quantidade de propagulos infectivos que atingem
o0 parénquima pulmonar desencadeia uma resposta inflamatdria imunoprotetora, que envolve a
producéo de citocinas, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y),
e um infiltrado leucocitario composto de neutrofilos, macréfagos, linfocitos e células
dendriticas (Cheng, Sham e Kronstad, 2009).

Agente de dispersao

Fontes
ambientais
( Infeccao
Infecgao animal : pulmonar

™ 1% i —
Hospedeiros heterélogos

F

Interagéo com outros s
micro-organismos o

® L —

Figura 1. Ciclo infeccioso de Cryptococcus.

O fungo sobrevive no solo geralmente associado a excretas de pombos e arvores, possuindo a capacidade de
infectar outros hospedeiros, como gatos, coalas e cabras. Os pombos sdo considerados a principal forma de
dispersao do fungo. A infecgdo ocorre por inalacdo de esporos ou células leveduriformes dessecadas, que se
depositam nos alvéolos pulmonares, causando pneumonia, e podem se disseminar para o sistema nervoso central,
por via hematogénica, causando uma forma mais grave da doenca conhecida como meningoencefalite. Adaptado
de (Lin e Heitman, 2006).

Disseminagéao
hematogénica

Meningite
cri ptocococwa
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Macrofagos sdo células do sistema imune especializadas na eliminacdo de patdgenos
por ingestdo (fagocitose) e degradacdo, além de possuir outras fungdes, como producdo de
citocinas e quimiocinas e apresentacdo de antigeno (Nicola e Casadevall, 2012). Os
macrofagos sdo essenciais para uma resposta imune eficaz contra C. neoformans (Mcquiston e
Williamson, 2012), pois uma das primeiras linhas de defesa inata do hospedeiro contra
infecgBes pulmonares sdo os macrofagos alveolares (Fan et al.,, 2005). Existem trés
possibilidades apos a fagocitose de C. neoformans por macréfagos alveolares: (1) as células
fangicas sao eliminadas em um esfor¢o conjunto do sistema imune inato e adaptativo; (2) C.
neoformans entra em estado de laténcia, podendo ser reativado e estabelecer o processo
infeccioso, dependendo do estado imunolégico em que o individuo se encontra; ou (3) C.
neoformans sobrevive e estabelece a infeccdo pulmonar, podendo se disseminar para o
sistema nervoso central (Mcquiston e Williamson, 2012). Uma vez internalizado, C.
neoformans é capaz de se proteger de outros mecanismos de defesa inatos, tais como
anticorpos, sistema complemento, soro, fatores imunes alveolares e até mesmo farmacos
antifangicos (Fan et al., 2005). Além disso, também € capaz de se adaptar a um ambiente
desfavoravel do ponto de vista nutricional, modulando a expressdo de genes envolvidos em
diversos processos metabdlicos, incluindo a homeostase de metais, como o ferro (Kronstad et
al., 2012).

Em pacientes imunocomprometidos, as células fungicas podem ser transportadas
dentro de macrofagos alveolares para o sistema nervoso central, o que permite sua
disseminacdo sem o ataque completo do sistema imunoldgico (Sabiiti e May, 2012). Uma vez
nos microcapilares cerebrais, as células fungicas internalizadas atravessam o endotélio, sendo
posteriormente expulsas no parénquima cerebral, mecanismo conhecido como “Cavalo de
Troia”. As células fangicas também podem alterar a sua morfologia para atravessar o
endotélio; nesse processo, conhecido como transcitose direta, as células de C. neoformans
adotam uma forma mais oval no local de interagcdo com as células endoteliais (Kronstad et al.,
2011) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de interagéo com o sistema imune e disseminagdo para o sistema nervoso central.
Uma vez nos alvéolos pulmonares, as células flingicas sdo fagocitadas, podendo ser transportadas dentro de
macrdfagos alveolares para o sistema nervoso central, 0 que permite sua disseminagdo sem o ataque completo do
sistema imunoldgico. Uma vez nos microcapilares cerebrais, as células flngicas internalizadas atravessam o
endotélio, sendo posteriormente expulsas no parénquima cerebral, mecanismo conhecido como “Cavalo de
Troia”. As células fangicas também podem alterar a sua morfologia para atravessar o endotélio; nesse processo,
conhecido como transcitose direta, as células de C. neoformans adotam uma forma mais oval no local de
interacdo com as células endoteliais. Adaptado de (Kronstad et al., 2011).

1.3 Imunidade Nutricional

Os metais de transi¢cdo, como ferro, cobre e zinco, estdo envolvidos em muitos
processos bioldgicos importantes, portanto sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os
organismos vivos. Estes metais s@o frequentemente incorporados em metaloenzimas,
proteinas de armazenamento e fatores de transcricdo (Hood e Skaar, 2012). Em micro-
organismos patogénicos, além de participar de diversos processos bioquimicos comuns a
todos os organismos, ions metalicos participam da regulacdo de fatores de viruléncia e defesa
contra estresse oxidativo. Portanto, para conter um processo infeccioso, o hospedeiro pode
depletar alguns nutrientes, como glicose, ferro e zinco, para dificultar o crescimento de micro-
organismos; essa limitacdo imposta pelo hospedeiro € conhecida como imunidade nutricional
(Cassat e Skaar, 2012). Além disso, o0 hospedeiro pode reter metais no interior da célula,

tornando o ambiente intracelular toxico para as células microbianas (Hood e Skaar, 2012).
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1.3.1 Ferro

O ferro é o quarto elemento mais abundante na Terra, e 0 metal de transicdo mais
abundante no corpo humano. Ele € essencial para todos os organismos vivos, pois atua como
cofator de diversas enzimas, regulando, portanto, diversos processos fisiolégicos como
replicacdo do DNA, transcricdo e vias metabdlicas béasicas (Hood e Skaar, 2012). A
resisténcia natural a infeccbes € um mecanismo de protecdo que depende de niveis
extremamente baixos de ferro livre nos tecidos e fluidos corporais (Bullen et al., 2006),
mantidos por proteinas ligadoras de ferro, como transferrina e lactoferrina (Schaible e
Kaufmann, 2004). Além de ser responsavel pelo transporte de ferro como fonte de nutriente
para a célula do hospedeiro, a transferrina também é responsavel pelo sequestro de ferro no
plasma e no liquido cefalorraquidiano (Weinberg, 2009), sendo uma das principais moléculas
de defesa contra a invaséo de micro-organismos (Schaible e Kaufmann, 2004).

Em macrofagos murinos, uma proteina de membrana endossomal tardia, conhecida
como NRAMP1, realiza o transporte de ferro de compartimentos endossomais para 0
citoplasma, demonstrando ter um papel importante na resposta imune inata contra varios
agentes patogénicos. Camundongos com uma mutacdo no gene Nrampl se mostraram mais
suscetiveis a infeccdes. Essa proteina também pode atuar como fonte de ferro para a producéao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Schaible e Kaufmann, 2004).

Em Candida albicans a privacdo de ferro induz reducdo do crescimento (Holbein e
Mira De Ordufia, 2010), e regula negativamente a expressdo do gene ERG11, que codifica a
enzima lanosterol 14-a desmetilase (Prasad et al., 2006), responsavel pela producdo de
ergosterol, importante constituinte da membrana fungica (Zhang et al., 2010). A reducéo da
sintese de ergosterol resulta no aumento da fluidez da membrana celular, facilitando a difuséo
passiva de diversos farmacos, incluindo os antifangicos fluconazol e nistatina, o0 que torna as
células fungicas mais suscetiveis a esses farmacos (Prasad et al., 2006).

Sideréforos sdo pequenas moléculas ligadoras de ferro (Kronstad et al., 2012)
produzidas e exportadas por bactérias, fungos e plantas durante periodos de privacdo de
nutrientes (Zheng e Nolan, 2012). O gene SID1 codifica a enzima L-ornitina monoxigenase,
que catalisa a primeira etapa da producéo de sideroforo em diversos fungos (Hwang et al.,
2008). Em Histoplasma capsulatum, o silenciamento de SID1 por RNAI tornou as células

fangicas incapazes de crescer em condigdes de privagdo de ferro, além de reduzir a viruléncia
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em modelo murino de infec¢do pulmonar e o crescimento intracelular em macrofagos. (Hilty,
George Smulian e Newman, 2011)

Em C. neoformans, o fator de transcricdo Cirl regula a expressdo de genes envolvidos
no transporte e na homeostase de ferro, além de regular a producdo de melanina e a formacéo
da capsula polissacaridica (Choi et al., 2012). O ferro é essencial para a disseminagdo para o
sistema nervoso central; a privacdo de ferro reduz a produgéo de melanina e a capacidade de
crescimento a 37°C, e induz defeitos na formacdo da capsula polissacaridica (Kronstad et al.,
2012).

1.3.2 Cobre

O cobre é um metal de transi¢do necessario para o crescimento fungico, além de ser
sequestrado por tampdes bioldgicos e proteinas do hospedeiro, 0 que sugere um cenario de
competicdo entre o patégeno e o hospedeiro pelo cobre disponivel. Pacientes com AIDS
encontram-se em desvantagem, visto que tém mostrado niveis elevados de cobre no soro
(Waterman et al., 2007). Apesar de sua grande importancia tanto para o patdgeno quanto para
0 hospedeiro, a concentragdo de cobre no organismo deve ser finamente regulada, pois o
excesso de cobre possui grande potencial de se tornar toxico para as células por sua
capacidade reversivel de doar e receber elétrons (Rees e Thiele, 2004), produzindo espécies
reativas de oxigénio (Waterman et al., 2012), e causando danos a proteinas, lipidios e DNA
(Rees e Thiele, 2004).

Em macrofagos, a homeostase de cobre é mantida principalmente pelas proteinas CTR
(CTR1/SLC31A1 e CTR2/SLC31A2), ATP7 (ATP7A e ATP7B) e Ceruloplasmina (CP).
CTR1 é responsavel pelo transporte de cobre da membrana plasmatica para compartimentos
endossomais quando os niveis de cobre extracelular encontram-se elevados; ja CTR2 é
expresso principalmente em vesiculas intracelulares, incluindo endossomos e lisossomos.
Normalmente ATP7A esta localizada no aparelho de Golgi; quando as células sdo expostas a
concentracdes elevadas de cobre, ATP7A € responsavel por exportar o excesso de cobre. LPS
e IFN-y aumentam a expressdo de Atp7a; macrofagos induzidos por IFN-y podem utilizar
Atp7a para direcionar cobre para o fagossomo a fim de intoxicar o patdgeno com o excesso de
cobre. ATP7B é muito similar funcionalmente e estruturalmente a ATP7A (Stafford et al.,

2013), ou seja, também regula a concentragéo intracelular de cobre removendo o excesso do
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metal de dentro da célula (Linz e Lutsenko, 2007), mas sua expressdo ndo foi detectada em
macrofagos murinos (Stafford et al., 2013). A Ceruloplasmina (CP) é uma oxidase multicobre
amplamente distribuida em vertebrados; € uma proteina de fase aguda e varios estimulos pro-
inflamatdrios, incluindo IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-a e LPS, induzem a sintese de CP. Mais de
95% do cobre no soro de mamiferos esté ligado a CP, sendo o restante ligado a albumina e
outras proteinas (Stafford et al., 2013).

A importancia da homeostase do cobre em C. neoformans esta relacionada a
dependéncia de cobre por pelo menos dois fatores de viruléncia, a Cu/Zn superdxido
dismutase e a enzima lacase (Waterman et al., 2007). Além disso, o cobre pode afetar a
homeostase de ferro, visto que o transportador de ferro de alta afinidade Fet3 requer cobre
como substrato (Waterman et al., 2012). O cobre também parece ter importancia terapéutica,
pois estudos recentes propdem que a microplusina, um peptideo quelante de cobre, apresenta
potencial terapéutico contra a criptococose (Silva et al., 2011). A deficiéncia de cobre em C.
neoformans provoca reducgdo do crescimento, defeitos na formacdo da capsula e reducdo da
producdo de melanina, além de aumentar a taxa de fagocitose por macréfagos (Waterman et
al., 2012).

1.3.3 Zinco

A funcdo de muitas proteinas depende do papel essencial do zinco, que age como um
constituinte catalitico e como componente central de motivos estruturais (Eide, 2006); além
disso, o zinco € essencial para o0 adequado funcionamento de quase todas as células do sistema
imune (Wilson, Citiulo e Hube, 2012), e desempenha um papel importante na producdo de
citocinas (Haase e Rink, 2009).

A homeostase de zinco em mamiferos é mantida por diferentes proteinas envolvidas
na captacao, na excrecdo, no armazenamento e na distribuicdo de zinco; essas proteinas séo
proteinas de membrana que pertencem as familias ZIP (Zrt- and Irt-like proteins SLC39) e
ZnT (Zinc Transporters SLC30). A principal funcdo dessas proteinas é fornecer zinco a
proteinas recém-sintetizadas, importantes para diversas funcfes como expressdo génica,
imunidade, reproducgdo ou protecdo contra danos causados por radicais livres (Chimienti et
al., 2003). Os 14 membros da familia ZIP transportam zinco do espago extracelular ou de

organelas para o citoplasma; os 10 transportadores da familia ZnT realizam o efluxo de zinco
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do citoplasma (Haase e Rink, 2009) para dentro de compartimentos intracelulares, como
endossomos, granulos secretdrios, vesiculas sinapticas, aparelho de Golgi, ou através da

membrana plasmatica (Palmiter e Huang, 2004). (Figura 3)
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Figura 3. Localizagdo subcelular dos transportadores de zinco das familias ZIP e ZnT.

Localizagdo e funcéo dos transportadores de zinco da familia ZIP (azul) e da familia ZnT (vermelho). As flechas
representam a direcdo predita da mobilizacdo de zinco. Os transportadores de zinco da familia ZIP transportam
zinco do espago extracelular ou de organelas para dentro do citoplasma; j& os transportadores de zinco da familia
ZnT transportam zinco do citoplasma para dentro de compartimentos intracelulares, como endossomos, granulos
secretérios, vesiculas sindpticas, aparelho de Golgi, ou através da membrana plasmética. RE: reticulo
endoplasmaético. Adaptado de (Fukada et al., 2011).

Entretanto, durante processos infecciosos, a homeostase de zinco pode ser alterada.
Niveis séricos de zinco ligeiramente abaixo do normal parecem estar associados a uma melhor
funcdo fagocitica, e podem conter a dissemina¢do de muitos micro-organismos (Kitamura et
al., 2006). Macrofagos infectados por H. capsulatum utilizam a privacdo de zinco como
mecanismo de defesa (Winters et al., 2010). Macréfagos também podem aumentar 0s niveis
intracelulares de zinco, tornando o metal tdxico para o patdgeno; macrofagos infectados com
Mycobacterium tuberculosis acumulam zinco no fagossomo como mecanismo de defesa
(Botella et al., 2011).
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Recentemente, demonstramos que o adequado metabolismo de zinco em C. gattii é
fundamental para o seu potencial infectivo (Schneider et al., 2012). Entretanto, ainda ndo sao
plenamente conhecidos os mecanismos pelo qual macrofagos, elementos chaves no processo
de defesa do hospedeiro contra a criptococose, elaboram um diferenciado metabolismo de
zinco para conter a disseminacdo de espécies patogénicas do género Cryptococcus. Frente ao
papel essencial do zinco e a escassez de estudos sobre o metabolismo de zinco em C.
neoformans, torna-se necessario o maior conhecimento do metabolismo desse metal na

interacdo patdgeno-hospedeiro, como promissor alvo para novas estratégias terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente projeto teve como objetivo avaliar a modulacdo da homeostase do metal

zinco em macrofagos e a sua influéncia na atividade fungicida de macrofagos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a viabilidade celular de macr6fagos em condigdes de presenca de zinco ou de

quelantes de zinco;

Avaliar a viabilidade celular de C. neoformans em condi¢fes de presenca de zinco ou
de quelantes de zinco;

Avaliar a atividade fungicida de macrofagos contra C. neoformans em condicdes de

presenca de zinco ou de quelantes de zinco;

Avaliar a concentracdo intracelular de zinco em células de macréfagos contendo

células internalizadas de C. neoformans;

Avaliar quantitativamente a expressdo de transportadores de zinco em celulas de

macrofagos contendo células internalizadas de C. neoformans.
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RESUMO

A levedura Cryptococcus neoformans é o agente etiologico da criptococose, patologia que
pode acometer diferentes 6rgdos do hospedeiro, incluindo pele, pulmdes e sistema nervoso
central. O ciclo infeccioso inicia com a deposi¢do de particulas infecciosas nas vias aéreas do
hospedeiro. Neste ambiente, 0 micro-organismo se depara com diversas limitacbes impostas
pelo hospedeiro para conter a progressdo da infeccdo, sendo uma delas denominada
imunidade nutricional, caracterizada pela criagdo de um ambiente com restrita disponibilidade
de nutrientes. Visto que a privacgdo de zinco constitui um exemplo de imunidade nutricional,
0s mecanismos de captacdo e metabolismo deste metal possivelmente estdo relacionados ao
processo de interacdo patdégeno-hospedeiro. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
modulacdo da homeostase de zinco em macrofagos e a sua influéncia na atividade fungicida

de macrofagos. Observamos que a privacdo de zinco levou a menor atividade fungicida dos
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macrofagos, entretanto células de C. neoformans previamente tratadas com o quelante de
zinco TPEN se mostraram mais sensiveis a atividade fungicida de macréfagos. Como a
privacdo de zinco altera a sensibilidade de C. neoformans a atividade fungicida de
macrofagos, foi realizada analise quantitativa dos niveis de transcritos de 10 genes da familia
ZnT e 4 genes da familia ZIP de transportadores de zinco. ZnT-1, 5, 6 e 7 apresentaram uma
reducdo significativa da expressao apds 3 e 6 horas de interacdo com C. neoformans, assim
como ZIP1, 8, 13 e 14, sugerindo que existem outros mecanismos que regulam a homeostase

de zinco em macrofagos durante a infeccéo por C. neoformans.

Palavras-chave: Cryptococcus. Macrdfagos. Zinco. Transportadores de Zinco.

ABSTRACT

The basidiomycetic yeast Cryptococcus neoformans is the etiological agent of cryptococcosis,
pathology that affects different organs in the host, including skin, lungs and central nervous
system. The infectious cycle begins with the deposition of infective particles in the respiratory
tract. In this environment, the microorganism faces several limitations imposed by the host to
contain the spread of the infection; one of them is called nutritional immunity, characterized
by the creation of an environment with limited nutrient availability. Since zinc deprivation is
one example of nutritional immunity, mechanisms of uptake and metabolism of this metal are
possibly related to host-pathogen interaction. Hence, the aim of the present study was to
evaluate the modulation of zinc homeostasis in macrophages and its influence on antifungal
activity of these cells. We observed that zinc deprivation led to lower fungicidal activity of
macrophages, but fungal cells pretreated with zinc chelator TPEN were more sensitive to the
antifungal activity of macrophages. Since zinc deprivation alters the susceptibility of C.
neoformans to antifungal activity of macrophages, the relative transcript levels of 10 ZnT zinc
transporters and 4 ZIP zinc transporters were quantified. ZnT-1, 5, 6 and 7 showed a
significant decrease in expression after 3 and 6 hours of interaction with C. neoformans as
well as ZIP1, 8, 13 and 14, suggesting that are other mechanisms involved in zinc

homeostasis in macrophages during infection by C. neoformans.

Keywords: Cryptococcus. Macrophages. Zinc. Zinc 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 nimero de
casos de AIDS no mundo contribui para o aumento de infecgdes oportunistas. Uma das
principais patologias que acomete pacientes imunossuprimidos € a criptococose (Perfect,
2012), que tem como principais agentes etioldgicos as leveduras Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii. E estimado que um milh&o de pessoas no mundo sofram de meningite
criptococdcica e que mais de 60% morram 3 meses ap6s o diagndstico (Sabiiti and May,
2012). A criptococose é de dificil tratamento, pois envolve uma combinacdo de farmacos
antifungicos extremamente toxicos. Além disso, 0 aumento da resisténcia a drogas fungicidas
aumentou consideravelmente nas ultimas trés décadas (Simm et al., 2011), o que torna cada
vez mais necessaria a descoberta de novas estratégias terapéuticas para a doenca.

C. neoformans e C. gattii sdo leveduras basidiomicéticas que podem acometer pele,
pulmdes e sistema nervoso central do hospedeiro (Sorrell, 2001). O processo de infeccéo
inicia com a inalagédo de esporos ou leveduras dessecadas presentes em excretas de pombos,
no solo ou em eucaliptos, que vao para o pulmdo, se alojam nos alvéolos, causando
pneumonia, e podem se disseminar para 0 sistema nervoso central, causando
meningoencefalite. Eventualmente a levedura é fagocitada por macréfagos, comportando-se
como patogeno intracelular (Mitchell, 2006), podendo permanecer dormente por um longo
periodo de tempo (Hagen et al., 2012). Os principais fatores de viruléncia sdo a producéo de
capsula polissacaridica, a producdo de melanina, o crescimento a 37°C (Perfect et al., 1998) e
a producdo de algumas enzimas, como fosfolipase, urease e superdxido dismutases (Kronstad
etal., 2012).

De acordo com antigenos presentes na capsula polissacaridica, C. neoformans é sub-
classificado em sorotipos A, D e AD, e acomete tipicamente pacientes imunocomprometidos,
ou seja, é considerado um patdgeno oportunista e tem distribuicdo mundial. J& C. gattii é sub-
classificado em sorotipos B e C, sendo mais comum em locais com clima tropical e
subtropical, e acomete pacientes imunocompetentes, ou seja, € um pagoteno primario.
Entretanto, apesar de C. gattii ser isolado com maior frequéncia em locais com clima tropical
e subtropical, emergiu na Ilha de Vancouver, na Columbia Britanica, em 1999, a linhagem

hipervirulenta R265, responsavel por um surto de criptococose em pacientes higidos naquela
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regido (Bartlett et al., 2012). Recentemente foi descrito que C. gattii esta distribuido por
varias regides dos EUA (Marr, 2012), também apresentando casos na Europa (Hagen et al.,
2012), e que ndo tem predilecéo por pacientes imunocompetentes (Capilla et al., 2006).

Os metais de transi¢cdo, como ferro, cobre e zinco, estdo envolvidos em muitos
processos biologicos importantes, portanto sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os
organismos vivos. Estes metais s@o frequentemente incorporados em metaloenzimas,
proteinas de armazenamento e fatores de transcricdo (Hood and Skaar, 2012). Em micro-
organismos patogénicos, além de participar de diversos processos bioguimicos comuns a
todos os organismos, ions metalicos participam da regulacéo de fatores de viruléncia e defesa
contra estresse oxidativo. Portanto, para conter um processo infeccioso, o hospedeiro pode
diminuir a biodisponibilidade de alguns nutrientes, como glicose, ferro e zinco, para dificultar
0 crescimento de micro-organismos; essa limitacdo imposta pelo hospedeiro é conhecida
como imunidade nutricional (Cassat and Skaar, 2012). Em Candida albicans, a privacdo de
ferro induz reducdo do crescimento (Holbein and Mira de Ordufia, 2010) e aumenta a
suscetibilidade ao fluconazol (Prasad et al., 2006). Histoplasma capsulatum depende de ferro
para o crescimento intracelular em macrofagos (Hilty et al., 2011). Em C. neoformans, o ferro
é essencial para a disseminacdo para o SNC; a privacdo de ferro reduz a producgdo de
melanina e a capacidade de crescimento a 37°C, e induz defeitos na formacdo da capsula
polissacaridica (Kronstad et al., 2012). A deficiéncia de cobre em C. neoformans provoca
reducdo do crescimento, defeitos na formacéo da capsula e reducdo da producdo de melanina,
além de aumentar a taxa de fagocitose por macrofagos (Waterman et al., 2012).

A funcdo de muitas proteinas depende do papel essencial do zinco, que age como um
constituinte catalitico e como componente central de motivos estruturais. Macrofagos
infectados por H. capsulatum utilizam a privacdo de zinco como mecanismo de defesa
(Winters et al., 2010). Recentemente, demonstramos que o adequado metabolismo de zinco
em C. gattii é fundamental para o seu potencial infectivo (Schneider et al., 2012). Entretanto,
ainda nao séo plenamente conhecidos os mecanismos pelo qual macrofagos, elementos chaves
no processo de defesa do hospedeiro contra a criptococose, elaboram um diferenciado
metabolismo de zinco para conter a disseminacdo de espécies patogénicas do género
Cryptococcus. Frente ao papel essencial do zinco e a escassez de estudos sobre o metabolismo
de zinco em C. neoformans, torna-se necessario o maior conhecimento do metabolismo desse
metal na interagdo patdgeno-hospedeiro, como promissor alvo para novas estratégias

terapéuticas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens celulares e meios de cultivo.

Para o desenvolvimento do projeto foi utilizada a linhagem H99 de C. neoformans,
que foi rotineiramente cultivada em meio YPD (20 g/L de glicose, 20 g/L de peptona e 10 g/L
de extrato de levedura) ou YNB (Yeast Nitrogen Base — Difco), e incubada em plataforma
giratoria (200 RPM) na temperatura de 30°C. As linhagens celulares RAW264.7 e J774.1 de
macrofagos murinos foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com soro fetal bovino 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sédio 1 mM,
HEPES 10 mM, MEM aminoacidos ndo-essenciais 1x, penicilina 20 U/mL e estreptomicina
20 pg/mL, e incubadas a 37°C em ambiente umidificado contendo 5% ou 7,5% de CO,.

2.2 Avaliacdo da viabilidade celular de macrofagos em condi¢des de presenca de zinco
ou do quelante de zinco DTPA.

Foram realizados cultivos de macréfagos RAW264.7 na presenca de zinco (ZnCl,) ou
do quelante de zinco penta-acetato de dietilenotriamina (DTPA) em concentragdes crescentes,
e a avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por ensaio de reducdo de metil-tiazolil-
tetraz6lio (MTT), de acordo com metodologia previamente descrita (Morgan, 1998). Este
ensaio se baseia na reducdo do MTT a formazan, que possui uma coloracdo azul-violeta, pela
acao de desidrogenases mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas (Stockert
et al., 2012). Os macrofagos foram cultivados em placa de 96 pocos contendo DMEM
acrescido de concentracgdes crescentes de ZnCl, ou DTPA, e incubados por 24 horas a 37°C e
5% de CO,. Apds a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com MTT (100
png/mL em agua milli-Q) por 3 horas a 37°C e 5% de CO,. O MTT foi retirado e DMSO foi
adicionado para dissolucdo dos cristais de formazan e para posterior determinacdo da
absorbancia em espectrofotbmetro de placas (Spectramax M5) nos comprimentos de onda de
560 nm e 670 nm (background).
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2.3 Avaliacdo da viabilidade celular de Cryptococcus neoformans em condigdes de
presenca de zinco ou de quelantes de zinco.

A linhagem H99 de Cryptococcus neoformans foi cultivada em placas deep well
contendo YNB ou YNB acrescido de concentracOes crescentes de ZnCl, ou do quelante de
zinco DTPA, ou ambos em concentra¢des equivalentes. Apos 24 horas de cultivo a densidade
oOptica (600 nm) foi determinada. Para avaliar a viabilidade celular de C. neoformans na
presenca do quelante de zinco N,N,N",N’-tetrakis(2-piridil-metil)etilenodiamino (TPEN), a
linhagem H99 foi cultivada em placa deep well contendo YPD, YDP acrescido de 10 uM de
TPEN ou YPD acrescido de 10 uM de TPEN e concentrac@es crescentes de ZnCl,. Apos 24
horas de cultivo a densidade dptica (600 nm) foi determinada.

A viabilidade celular de C. neoformans também foi avaliada em condigdes que
mimetizam a interagdo com macréfagos. 10’ células/mL de C. neoformans foram cultivadas
em placa de 96 pocos contendo DMEM, DMEM acrescido de 50 uM de ZnCl,, DMEM
acrescido de 100 uM de DTPA ou DMEM acrescido de 50 uM de ZnCl, e 100 uM de DTPA.
Apos 20 horas de cultivo a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com PBS e as
células fungicas semeadas em YPD soOlido para determinacdo do nimero de unidades
formadoras de col6nia (UFC).

2.4 Avaliacdo da atividade fungicida de macrofagos contra C. neoformans na presenca

de zinco ou de quelantes de zinco.

Para avaliacdo do efeito da presenca de zinco ou de quelantes de zinco na atividade
fungicida de macrofagos, ensaios de fagocitose foram realizados, de acordo com protocolo
previamente descrito (Nicola and Casadevall, 2012) e adaptado. Macréfagos J774.1 foram
cultivados em placa de 96 pocos contendo DMEM e induzidos com 0,5 pg/mL de
lipopolissacarideo (LPS) e 100 U/mL de interferon-gama (IFN-y). Células de C. neoformans
foram cultivadas em YPD, lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 (10 pg/mL,
1 hora a 37°C), o qual reconhece 0 componente majoritario da capsula polissacaridica GXM,
e inoculadas na propor¢do 10:1 (para cada macréfago sdo inoculadas 10 células de C.
neoformans). A interacdo foi realizada em DMEM, DMEM contendo 50 uM de ZnCl,,
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DMEM contendo 50 uM de ZnCl; e 100 uM de DTPA ou DMEM contendo apenas 100 uM
de DTPA. IFN-y e LPS foram adicionados em todas as condi¢des. Apds 20 horas de interacdo
a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com PBS para remover 0os macréfagos nao
aderidos e as células de C. neoformans ndo fagocitadas, e os macrofagos foram lisados com
agua milli-Q gelada. O lisado foi diluido e semeado em YPD sélido para determinagdo do
namero de unidades formadoras de colénia (UFC).

A atividade fungicida de macrofagos também foi avaliada com a pré-incubacgdo das
células de C. neoformans em YPD, YPD contendo 100 uM de ZnCl,, YPD contendo 100 uM
de DTPA, YPD contendo 10 uM de TPEN ou YPD contendo 50 pM de ZnCl, e 10 uM de
TPEN. As células foram lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 e inoculadas
na proporcdo 10:1. A interacdo foi realizada apenas em DMEM contendo 0,5 pg/mL de IFN-y
e 100 U/mL de LPS. Apds 2 horas de interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, 0s pogos foram
lavados com PBS para remover os macrofagos ndo aderidos e as células de C. neoformans
ndo fagocitadas, e os macrofagos foram lisados com &gua milli-Q gelada. O lisado foi diluido
e semeado em YPD solido para determinacdo do nimero de unidades formadoras de coldnia
(UFC).

2.5 Avaliacdo do indice de fagocitose de C. neoformans por macrofagos na presenca de

zinco ou de quelantes de zinco.

Macrofagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pocos contendo DMEM, e
induzidos com 0,5 ug/mL de LPS e 100 U/mL de IFN-y. Células de C. neoformans foram pré-
incubadas overnight em YPD, YPD contendo 100 uM de ZnCl,, YPD contendo 10 uM de
TPEN ou YPD contendo 10 uM de TPEN e 100 uM de ZnCl,. As células foram lavadas com
PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7, coradas com isotiocianato de fluoresceina (FITC —
500 pg/mL em PBS) e inoculadas na propor¢do 10:1. A interacdo foi realizada apenas em
DMEM contendo IFN-y e LPS. Apds 2 horas de interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, 0s pogos
foram lavados com PBS para remover os macrofagos nao aderidos e as células de C.
neoformans ndo fagocitadas, e trypan blue foi adicionado nos pogos em uma concentracéo
final de 400 pg/mL, com o objetivo de bloquear a emissdo de fluorescéncia proveniente das

células fungicas ndo internalizadas. A leitura e a quantificagdo da fluorescéncia foram
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realizadas no equipamento Spectramax M5 (A de excitagdo de 494 nm e A de emisséo de 518

nm).

2.6 Avaliacdo quantitativa da expressdo de transportadores de zinco em ceélulas de

macrdéfagos contendo células internalizadas de C. neoformans.

Para avaliacdo da expressao dos 10 transportadores de zinco da familia ZnT (SLC30) e
de 4 transportadores da familia ZIP (SLC39), identificados pelos genes presentes no genoma
de Mus musculus, foi realizado PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Os primers
utilizados estdo descritos na Tabela 1. Os macréfagos foram cultivados em DMEM, DMEM
contendo 0,5 pg/mL de IFN-y e 100 U/mL de LPS ou DMEM contendo 0,5 pg/mL de IFN-y,
100 U/mL de LPS e C. neoformans. Apds 3 ou 6 horas de interacdo a 37°C e 5% de CO,, o
RNA dos macréfagos foi isolado com reagente Trizol® (Invitrogen), conforme
recomendacdes do fabricante. A sintese de cONA, o PCR em tempo real e a quantificacdo da
expressdo relativa dos genes foi realizada com protocolos ja descritos e utilizados no
laboratdrio (Schneider et al., 2012).

2.7 Avaliacdo das concentracdes de zinco intracelular em células de macrofagos

contendo células internalizadas de C. neoformans.

Macrofagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pogos contendo DMEM, 0,5
ug/mL de IFN-y e 100 U/mL de LPS. Células de C. neoformans foram cultivadas em YPD,
lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 e inoculadas na proporgéo 10:1. A
interacdo foi realizada apenas em DMEM contendo IFN-y e LPS. Apds 2 ou 24 horas de
interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pogos foram lavados com PBS para remover oS
macrofagos néo aderidos e as céelulas de C. neoformans néo fagocitadas, o sistema foi lisado
com tampao de lise (Tris-HCI 62 mM pH 6,8 e SDS 2%) e transferido para placa de 96 pocos
com fundo preto. Fluozin 3 foi adicionado nos pogos em uma concentracao final de 10 uM,
para posterior leitura e quantificacdo da fluorescéncia (VICTOR X3 — X de excitacdo de 494

nm e A de emisséo de 516 nm).



Tabela 1. Primers utilizados nas reagdes de gRT-PCR.
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Primer Sequéncia Tamanho (pb)
GAPDH forward 5’ AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 3’ 21
GAPDH reverse 5> TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 3’ 23
SLC30A1 forward 5 GGAAGCGGAAGACAACAGGG 3’ 20
SLC30AL1 reverse 5" CAAGGCATTCACGACCACG 3’ 19
SLC30A2 forward 5’ CGGAGCCCGGTCCTTCTTA 3’ 19
SLC30A2 reverse 5> GCATGGCAATAATGGTTGCTCT 3’ 22
SLC30A3 forward 5 GAAGAGTCTTTTCACAGAGCCC 3’ 22
SLC30A3 reverse 5’ TGTGTGCTAAATACCCACCAAC 3’ 22
SLC30A4 forward 5 AAGCGCCTCAAATCCCTGC 3’ 19
SLC30A4 reverse 5’ CCACCACGACTCGAAGTTTATT 3’ 22
SLC30A5 forward 5> TGGACCACTAAGGACCTTGCT 3’ 21
SLC30A5 reverse 5 CAGCCCCTCTTGTCTTTGC 3’ 19
SLC30A6 forward 5> ATGGGGACGATTCATCTCTTTCG 3° 23
SLC30AG reverse 5" CACAGCACGTTGATTGCACC 3’ 20
SLC30A7 forward 5 GGATGATGAATACAAACCACCCA 3’ 23
SLC30A7 reverse 5 AAAGCGAAAGAGAGGTTCAGG 3’ 21
SLC30A8 forward 5> AGCCACCAAGATGTACGCC 3° 19
SLC30A8 reverse 5’ CTTGCTTGCTCGACCTGTT 3’ 19
SLC30A9 forward 5’ TATGTGGTTCCCGACATTCACC 3’ 22
SLC30A9 reverse 5’ TGATGGGACTTTGTCAGCTTTT 3’ 22
SLC30A10 forward 5> GGCCGTTACTCAGGCAAGAC ¥ 20
SLC30A10 reverse 5 GCATGTTGAACGAGTCCGAGA 3’ 21
SLC39A1 forward 5’ TCATCGCCATCGTTTGCATCA 3° 21
SLC39A1 reverse 5> CTCTGGTGAAGGGCTGTGAC 3’ 20
SLC39A8 forward 5 GCCAAGCTCATGTACCTGTCT 3’ 21
SLC39A8 reverse 5 AAGATGCCCCAATCGCCAA 3’ 19
SLC39A10 forward 5’ TCATCGCCATCGTTTGCATCA 3° 21
SLC39A10 reverse 5’ CTCTGGTGAAGGGCTGTGAC 3’ 20
SLC39A13 forward 5" AGTGGCTATCTCAACCTGCTT 3° 21
SLC39A13 reverse 5’ GCCCGATCTTTTTGCTCACAA 3° 21
SLC39A14 forward 5’ GTGTCTCACTGATTAACCTGGC 3’ 22
SLC39A14 reverse 5 AGAGCAGCGTTCCAATGGAC 3’ 20
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2.8 Andlises Estatisticas.

Os valores sdo expressos como média das replicatas + desvio padrdo. Os graficos e as
analises estatisticas por Student t test ou One-way ANOVA (com Tukey post-test) foram
realizados utilizando o software Graph Pad Prism 6.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de avaliar se a disponibilidade de zinco influencia o crescimento de C.
neoformans, ensaios para avaliar a toxicidade de diferentes quelantes de zinco foram
realizados. Para tanto, uma quantidade determinada de células foi cultivada em YNB
contendo diferentes concentragdes de DTPA, ZnCl,, ou a combinacdo de ambos. A partir da
concentracdo de 50 uM de DTPA, pode ser observada uma reducdo mais acentuada do
crescimento, a qual é revertida pela adicdo da mesma concentragdo de ZnCl, (Figura 4). Em
Histoplasma capsulatum, o quelante DTPA também reduziu o crescimento celular, e este
efeito foi parcialmente recuperado com a adi¢do de ZnSO,4 (Winters et al., 2010); 0 mesmo
efeito foi observado em outros fungos patogénicos, como Candida albicans e Aspergillus
fumigatus (Lulloff et al., 2004).
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Figura 4. Andlise da viabilidade celular de Cryptococcus neoformans em diferentes concentragfes de
cloreto de zinco ou do quelante de zinco DTPA.

A linhagem H99 de Cryptococcus neoformans foi cultivada em YNB ou YNB contendo concentracbes
crescentes de ZnCl, ou do quelante de zinco DTPA, ou ambos em concentra¢des equivalentes. Apds 24 horas de
cultivo a densidade Optica (600 nm) foi determinada. Dados normalizados em relagdo ao cultivo apenas em
YNB. As barras representam a média de ensaios realizados em triplicata e os tracos o desvio padrdo. Andlise
estatistica realizada por One-way ANOVA: (***) p < 0.05.
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Para entdo avaliar se a privagdo de zinco influencia a atividade fungicida de
macrofagos, realizamos testes de viabilidade de células de C. neoformans apds a interacéo
com células de macréfagos murinos J774.1 na presenca de zinco ou do quelante de zinco
DTPA. Observamos que a privacao de zinco acarretou em uma menor atividade fungicida dos
macrofagos, visto que um maior numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
recuperado de sistemas macrdfagos:leveduras tratadas com o agente quelante de zinco DTPA.
Esta diminuicdo da atividade fungicida foi revertida pela incubacdo dos macrofagos com
DTPA e ZnCl,. A incubacgdo do sistema apenas com ZnCl,, por sua vez, ndo acarretou na

alteracéo da atividade fungicida (Figura 5).
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Figura 5. A disponibilidade de zinco altera as taxas fagociticas e microbicidas de macrofagos contra C.
neoformans.

Macrofagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pogos contendo DMEM e ativados com LPS e IFN-y.
Células de C. neoformans foram cultivadas em YPD, lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 e
inoculadas na propor¢do 10:1. A interacdo foi realizada em DMEM, DMEM contendo 50 uM de ZnCl,, DMEM
contendo 50 uM de ZnCl, e 100 uM de DTPA ou DMEM contendo 100 uM de DTPA. Apds 20 horas de
interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com PBS, e os macréfagos foram lisados com &gua
milli-Q gelada. O lisado foi diluido e semeado em YPD s6lido para determinacdo do nimero de unidades
formadoras de colénia (UFC). As barras representam a média de ensaios realizados em quintuplicata e os tragos
o desvio padrdo. Analise estatistica realizada por Student t test: (**) p < 0.005, (****) p < 0.0001.
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Com o intuito de verificar se a reducdo da atividade fungicida de macrdfagos se devia
a redugdo da viabilidade dos mesmos, realizamos ensaios de viabilidade celular utilizando a
taxa de atividade metabolica por intermédio da oxidacdo do substrato MTT. Pudemos
observar que apenas concentragcdes de ZnCl, acima de 100 uM acarretaram em um potente
efeito citotoxico, ao passo que DTPA, mesmo em concentragdes de 1 mM, ndo tiveram um

efeito tdo acentuado (Figura 6).
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Figura 6. Andlise da viabilidade celular de macréfagos em diferentes concentragdes de cloreto de zinco ou
do quelante de zinco DTPA.

Macrdéfagos RAW264.7 foram cultivados em meio DMEM acrescido de concentragdes crescentes de ZnCl, ou
DTPA, e incubados por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Ap0s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com MTT por 3 horas a 37°C e 5% de CO,. O MTT foi retirado e DMSO foi adicionado para posterior
leitura a 560 nm e 670 nm (background). Dados normalizados em relacdo ao cultivo apenas em DMEM. Os
pontos representam a média de ensaios realizados em triplicata e 0s tracos o desvio padréo.

Analisamos também se, nas mesmas condi¢des, estes componentes poderiam alterar o
desenvolvimento de C. neoformans. Nao foi possivel notar qualquer diferenca no nimero de
UFCs recuperadas apos cultivo na presenca do quelante DTPA nas concentracfes utilizadas
no ensaio de interacdo (Figura 7), o que pode ser devido ao limitado crescimento de C.
neoformans em condic¢Bes que mimetizam a interacdo, ou seja, cultivo em DMEM e presenca
de CO,. Esse resultado sugere que a reducdo da atividade fungicida se deve a alteracdo da

disponibilidade de zinco nos macrofagos.
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Figura 7. Anélise da viabilidade celular de C. neoformans na presenca de cloreto de zinco ou do quelante
de zinco DTPA.

107 células/mL de C. neoformans foram cultivadas em meio DMEM, DMEM contendo 50 uM de ZnCl,, DMEM
contendo 50 uM de ZnCl, ¢ 100 uM de DTPA ou DMEM contendo 100 uM de DTPA, e incubadas por 20 horas
a 37°C e 5% de CO,. Apos a incubagdo, as células foram lavadas com PBS e semeadas em meio YPD so6lido
para determinacdo do nimero de UFC. As barras representam a média de ensaios realizados em triplicata e os
tragos o desvio padro.

Tendo em vista que a alteracdo da disponibilidade de zinco promove alteracGes na
atividade fungicida de macrofagos, foi realizado um experimento para avaliar se células de C.
neoformans previamente tratadas com os quelantes de zinco DTPA (ndo permeéavel a
membrana) e TPEN (permeavel a membrana), assim como o proprio zinco, influenciariam a
sensibilidade da levedura a atividade fungicida de macréfagos. A pré-incubacdo com o
guelante TPEN causou um aumento consideravel da sensibilidade de C. neoformans a

atividade fungicida de macréfagos (Figura 8).
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Figura 8. A privacao de zinco torna C. neoformans mais suscetivel & acdo fungicida de macréfagos.
Macrdfagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pogos contendo DMEM e induzidos com LPS e IFN-y.
Células de C. neoformans foram cultivadas overnight em YPD, YPD contendo 100 uM de ZnCl,, YPD contendo
100 uM de DTPA ou YPD contendo 10 uM de TPEN, lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 e
inoculadas na proporgdo 10:1. Ap6s 2 horas de interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pogos foram lavados com
PBS, e 0s macrdfagos foram lisados com &gua milli-Q gelada. O lisado foi diluido e semeado em YPD sdlido
para determinacdo do nimero de unidades formadoras de colénia (UFC). As barras representam a média de
ensaios realizados em triplicata e os tracos o desvio padrdo. Anélise estatistica realizada por Student t test: (**) p
< 0.005, (***) p < 0.001, (****) p < 0.0001.

Para confirmar que o efeito marcante do quelante TPEN sobre a viabilidade fungica
durante a interacdo com macrofagos se dava por efeito da atividade fungicida destes,
realizamos ensaios para avaliar se 0 TPEN ndo causaria alteracdes no desenvolvimento de C.
neoformans. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no
desenvolvimento das células fungicas quando cultivadas na presenca de TPEN ou TPEN
acrescido de diferentes concentracdes de cloreto de zinco (Figura 9A). Em H. capsulatum o
mesmo ndo foi observado, visto que o TPEN reduziu o crescimento do fungo, que foi
parcialmente recuperado com a adigdo de ZnSO,4 (Winters et al., 2010).

Apesar de o TPEN ndo ter alterado o crescimento de C. neoformans, o quelante foi
capaz de reduzir o crescimento fungico de H. capsulatum durante a interacdo com macrofagos
(Winters et al., 2010). Portanto, visto que o quelante de zinco TPEN ndo altera a viabilidade
celular de C. neoformans, avaliamos se o pré-cultivo das celulas fangicas na presenca de
TPEN ou TPEN acrescido de ZnCl, alteraria a suscetibilidade de C. neoformans a atividade
fungicida de macrofagos. Pudemos observar que a presenca de TPEN torna as células
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fangicas mais suscetiveis & agdo fungicida de macréfagos apds 2 horas de interacdo, o que ndo

foi observado com a adi¢do de ZnCl, (Figura 9B).
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Figura 9. O quelante de zinco TPEN néo altera a viabilidade celular de Cryptococcus neoformans, mas
torna as células fungicas mais suscetiveis a atividade fungicida de macréfagos.

(A) A linhagem H99 de Cryptococcus neoformans foi cultivada em YPD, YPD contendo 10 uM de TPEN ou
YPD contendo 10 uM de TPEN e concentragdes crescentes de ZnCl,. Ap6s 24 horas de cultivo a densidade
oOptica (600 nm) foi determinada. As barras representam a média de ensaios realizados em triplicata e os tragos o
desvio padrdo. (B) Macrdfagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pocos contendo DMEM, e induzidos
com LPS e IFN-y. Células de C. neoformans foram cultivadas em YPD, YPD contendo 10 uM de TPEN ou YPD
contendo 10 uM de TPEN e 50 uM de ZnCl,, lavadas com PBS, opsonizadas com o anticorpo 18-B7 e
inoculadas na proporcdo 10:1. Ap6s 2 horas de interagdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com
PBS, e 0s macrdfagos foram lisados com &gua milli-Q gelada. O lisado foi diluido e semeado em YPD sdlido
para determinacdo do nimero de unidades formadoras de col6nia (UFC). As barras representam a média de
ensaios realizados em triplicata e os tragos o desvio padrdo. Anélise estatistica realizada por Student t test: (*) p
<0.05.

Para avaliar se a maior suscetibilidade de C. neoformans a atividade fungicida de
macrofagos era devido a um aumento do indice de fagocitose, ou a uma menor sobrevivéncia
dentro dos macréfagos, o indice de fagocitose foi avaliado. Ndo pode ser observado um
aumento do indice de fagocitose somente na presenca de 100 uM de ZnCl, ou 10 puM de
TPEN, mas o indice aumenta na presenca de ambos (Figura 10). Esse resultado sugere que o
pré-cultivo das células de C. neoformans na presenca do quelante TPEN ndo aumenta o indice

de fagocitose, mas reduz a capacidade de sobrevivéncia dentro dos macrofagos.
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O aumento do indice de fagocitose na presenca de TPEN e ZnCl, ndo teve diferenca
estatistica em relacdo a condicdo controle, o que demonstra que a adigdo de zinco é capaz de

reverter o efeito do quelante TPEN.
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Figura 10. A disponibilidade de zinco altera a taxa de fagocitose de C. neoformans por macréfagos.
Macrdfagos J774.1 foram cultivados em placa de 96 pogos contendo DMEM e induzidos com LPS e de IFN-y.
Células de C. neoformans foram pré-incubadas em YPD, YPD contendo 100 uM de ZnCl,, YPD contendo 10
UM de TPEN ou YPD contendo 10 uM de TPEN e 100 uM de ZnCl,. As células foram lavadas com PBS,
opsonizadas com o anticorpo 18-B7, coradas com FITC e inoculadas na proporcdo 10:1. Apds 2 horas de
interacdo a 37°C e 7,5% de CO,, os pocos foram lavados com PBS, e trypan blue foi adicionado para leitura e
quantificacdo da fluorescéncia das células fungicas internalizadas. As barras representam a média de ensaios
realizados em quintuplicata e os tracos o desvio padrdo. Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA: (*)
p <0.05.

O zinco € o segundo metal de transicdo mais abundante no corpo humano (Wilson et
al., 2012), e desempenha fungbes importantes no organismo, atuando como cofator de
diversas proteinas, além de ser crucial para o adequado funcionamento dos sistemas imune
inato e adaptativo (Kehl-Fie and Skaar, 2010). Fungos patogénicos também dependem de
zinco para o seu crescimento; a habilidade de micro-organismos patogénicos de assimilar
nutrientes do hospedeiro € um dos aspectos fundamentais da infecgdo (Wilson et al., 2012).

Frente a importancia do zinco para o estabelecimento da infeccdo, e considerando que o
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excesso deste metal é potencialmente toxico, macrofagos podem fazer uso de duas estratégias
para impedir o crescimento do patdgeno: (1) limitar a disponibilidade de zinco através dos
transportadores ZnT, que sdo responsaveis pelo transporte de zinco do citoplasma para dentro
de organelas ou para fora da célula; ou (2) tornar os niveis intracelulares de zinco tdxicos
através dos transportadores ZIP, que transportam zinco de fora da célula ou de dentro de
organelas para o citoplasma (Wilson et al., 2012).

Levando em consideracdo que a privacdo de zinco altera a sensibilidade de C.
neoformans frente a atividade fungicida de macrofagos, levantamos a hipotese de que 0s
macrofagos podem exercer parte de sua atividade fungicida por meio da restricdo da
disponibilidade de zinco intracelular para a levedura. Para avaliar essa hipOtese realizamos
analise quantitativa dos niveis de transcritos referentes aos 10 genes da familia ZnT (SLC30) e
a 4 genes da familia ZIP (SLC39) de transportadores de zinco nas células de macrofagos. Os
transportadores ZnT-2, ZnT-3, ZnT-4, ZnT-8, ZnT-9 e ZnT-10 ndo apresentaram niveis
relativos de transcritos quantificAveis. ZnT-1, ZnT-5, ZnT-6 e ZnT-7 apresentaram uma
reducdo significativa da expressdo apds 3 e 6 horas de interacdo com C. neoformans, assim
como ZIP1, ZIP8, ZIP13 e ZIP14 (Figura 11). Em algumas condicdes, a reducdo da expressdo
pode ser atribuida somente a presenca de IFN-y e LPS, visto que ndo houve diferenca
significativa em relacdo a condicédo de interacdo com C. neoformans, o que ocorreu com ZIP1
em 3 e 6 horas de interagdo, e com ZIP8 e ZIP13 ap6s 3 horas de interagdo.
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Figura 11. Avaliagdo quantitativa dos niveis relativos de transcritos de genes que codificam
transportadores de zinco.

A expressdo dos 10 transportadores de zinco da familia ZnT e de 4 transportadores de zinco da familia ZIP foi
avaliada por PCR quantitativo em tempo real a partir do RNA extraido de macrdfagos. A quantidade relativa de
cada transcrito foi normalizada de acordo com os valores de Ct obtidos para os transcritos referentes ao gene
GAPDH. Os resultados representam o valor mais ou menos o desvio padrdo de cada condi¢do realizada em
triplicata bioldgica e triplicata técnica. Analise estatistica realizada por Student t test: (****) p < 0.0001, (***) p
<0.0007, (**) p <0.008, (*) p < 0.02; (###) p < 0.0009, (#) p < 0.007, (#) p < 0.02. Analises representadas por
* se referem as comparagdes entre as interagdes no tempo de 3 horas, ao passo que as representadas por # se
referem ao tempo de 6 horas.
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Para verificar se a maior suscetibilidade de C. neoformans a atividade fungicida de
macrofagos era devido a reducdo de zinco intracelular, co-cultivos entre macréfagos J774.1 e
leveduras, assim como o controle, ndo contendo leveduras, foram utilizados para
determinacdo de zinco intracelular com base em quantificacdes fluorométricas utilizando o
fluoréforo Fluozin 3. Apds 2 ou 24 horas de interagdo ndo houve diferenca significativa da
quantidade de zinco intracelular, indicando que a quantidade de zinco livre dentro de
macrofagos infectados com C. neoformans ndo é alterado (dados ndo mostrados).

Os resultados obtidos sugerem que a disponibilidade de zinco altera a atividade
fungicida de macrofagos contra C. neoformans, e altera a suscetibilidade de C. neoformans a
fagocitose por macréfagos; mas a modulacdo da homeostase desse metal provavelmente ndo
esta associada ao acimulo de zinco intracelular a fim de tornar o ambiente intracelular toxico,
como ocorre em Mycobacterium tuberculosis (Botella et al., 2011). Em macrofagos
infectados por Histoplasma capsulatum os niveis intracelulares de zinco se mostraram
reduzidos (Winters et al., 2010). Nesse mesmo estudo foi observado que o pré-tratamento
com IFN-y reduziu os niveis intracelulares tanto de ferro quanto de zinco. Portanto,
considerando que DTPA e TPEN também agem como quelantes de ferro (Winters et al.,
2010), e que IFN-y foi adicionado em todos os ensaios de interagdo, 0S resultados obtidos
podem ser devido a baixa concentracdo de ferro, ou a baixa concentracdo de ambos 0s metais,
durante a interag&o.

A privacdo de zinco em macrofagos pode ser considerada um mecanismo de defesa
contra C. neoformans, como observado em Histoplasma capsulatum (Winters et al., 2010),
mas pode envolver mecanismos mais complexos do que a modulagdo da expresséo de
transportadores de zinco. Provavelmente os transportadores ZnT e ZIP estejam mais
envolvidos na modulacdo fisiolégica de zinco, e ndo diretamente na defesa dessas células
contra patdgenos intracelulares. Portanto sdo necessarios estudos mais aprofundados da
homeostase desse metal na interacdo patdgeno-hospedeiro, a fim de elucidar a influéncia da
disponibilidade de zinco em celulas do sistema imune do hospedeiro e na patogenicidade de

fungos que se comportam como patégenos intracelulares.
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3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a disponibilidade de zinco altera a atividade
fungicida de macrdfagos murinos, assim como a suscetibilidade de Cryptococcus neoformans
a fagocitose. Em condi¢des de privacdo de zinco os macrofagos apresentam uma menor
atividade fungicida contra Cryptococcus neoformans, entretanto, quando as células fungicas
sdo pré-tratadas com o quelante de zinco TPEN, elas se tornam mais suscetiveis a fagocitose
por macrofagos.

Ocorre a reducdo dos niveis de transcritos de transportadores de zinco da familia ZnT
e ZIP em células de macrofagos infectadas com C. neoformans, mas os niveis intracelulares
de zinco ndo sdo alterados durante a interacdo, 0 que sugere gque existem mecanismos mais
complexos envolvidos na privacdo de zinco como mecanismo de defesa de macrdofagos contra
fungos patogénicos intracelulares. Provavelmente esses transportadores estdo envolvidos na
regulacdo fisiologica das concentracBes de zinco, ou na modulacdo durante processos
inflamatdrios, mas sem participar da modulacdo desse metal como um mecanismo de defesa
contra patégenos intracelulares.

Além disso, os quelantes de zinco DTPA e TPEN podem agir como quelantes de ferro,
portanto os resultados obtidos também podem estar associados a privacdo desse metal de

transicao.
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4 PERSPECTIVAS

Repetir ensaios de fagocitose utilizando maiores concentracbes de DTPA e

adicionando TPEN durante a interacéo.

Realizar ensaios de fagocitose na presenca de ZnCl,, ZnCl, e DTPA ou DTPA em

tempos menores.

Avaliar a viabilidade celular da linhagem J774.1 de macr6fagos murinos na presenca
de ZnCl, ou DTPA.

Avaliar a viabilidade celular de C. neoformans na presenga de TPEN ou TPEN
acrescido de concentragdes crescentes de ZnCl, através de contagem de UFC.

Investigar o papel do metal de transicdo ferro na modulacdo da homeostase de zinco.

Quantificar niveis relativos de transcritos do gene que codifica actina e de genes que

codificam citocinas pro-inflamatorias.

Quantificar niveis relativos de transcritos de gene controle para deficiéncia de zinco

em C. neoformans, como Zap1.

Analisar a quantidade intracelular de zinco e de outros metais por ICP MS
(espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado) e ICP OES (espectrometria de

emissdo oOtica com plasma indutivamente acoplado) em macréfagos e C. neoformans.

Investigar outros mecanismos que possam estar envolvidos na modulagdo da

homeostase de zinco em macrofagos durante a interacdo com Cryptococcus neoformans.
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