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RESUMO

Fungos patogénicos, como Cryptococcus neoformans e Candida albicans, sdo uma
das mais frequentes causas de infecgdes oportunistas em todo 0 mundo, sendo capazes de
sobreviver, proliferar e escapar de macrofagos, células de primeira linha da resposta imune
de hospedeiros mamiferos. Macrofagos geralmente expdem o patdgeno intracelular a um
ambiente toxico, caracterizado por pH &cido, presenca de espécies reativas, como também
de peptideos antimicrobianos. Neste contexto, hd uma competicdo entre o patdgeno
intracelular e o hospedeiro mamifero por nutrientes essenciais, como por exemplo, metais
de transicdo. Cobre é um metal de transicdo essencial para a vida aerobica, porém pode ser
toxico em altas concentracdes e, devido a isto, diversos organismos desenvolveram
mecanismos regulatdrios para controlar suas concentracdes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a modulacdo da homeostase de cobre durante a interacdo entre macréfagos e células
de C. neoformans ou C. albicans. Neste trabalho, foi possivel demonstrar que a presenca
de cobre contribui para uma menor atividade fungicida de macréfagos infectados.
Também, o pré-carregamento das células fungicas com cobre alterou a sensibilidade de
ambas leveduras patogénicas a atividade anti-fungica. Além disso, foi demonstrado que a
expressao de transportadores de cobre (CTR1 e ATP7A) e proteinas ligadoras de cobre
(ceruloplasmina e metalotioneina 1) de macrdéfagos foram moduladas em resposta a
infeccdo por estes fungos patogénicos. Entretanto, essa regulagdo pode envolver
mecanismos mais complexos, como estratégias do patdégeno para subverter a acdo

antimicrobiana de macré6fagos.

Palavras-chave: fungos patogénicos, macréfagos, cobre, transportadores de cobre.

10



ABSTRACT

Pathogenic yeasts, such as Cryptococcus neoformans and Candida albicans, are
one of the most frequent causes of the opportunistic infections worldwide, being able to
survive, proliferate and escape from macrophages, the first line cells engaged in the
immune defense of the mammalian host. Macrophages generally expose the intracellular
pathogen to a toxic environment, which is characterized by acid pH, presence of reactive
species, as well the presence of antimicrobial peptides. In this context, there is a
competition between intracellular pathogen and mammalian host for essential nutrients,
such as transition metals. Copper is an essential transition metal for aerobic life, but can be
toxic at high concentrations and, therefore, many organisms have evolved highly regulated
mechanisms for controlling its concentration. In this work, we aim is evaluate a
modulation of copper homeostasis during interaction between macrophages and C.
neoformans or C. albicans cells. This work demonstrated that the presence of copper
resulted in a lower fungicidal activity of infected macrophages. Also, the pre-loading of
fungal cells with copper can alter the sensitivity of both pathogenic yeasts to an antifungal
activity. In addition, we showed that the expression of macrophage copper transporters
(CTR1 and ATP7A) and copper-binding proteins (ceruloplasmin and metallothionein 1)
are modulated in response infection by pathogenic fungi. However, this regulation may
involve more complex mechanisms, such as strategies of pathogen to subvert the

antimicrobial action of macrophages.

Keywords: fungal pathogens, macrophages, copper, copper transporters.
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1. INTRODUCAO GERAL

Estima-se que o0 numero total de espécies eucaridticas na Terra é de
aproximadamente 8,7 milhGes e, dentre estas, cerca de 7% correspondem a fungos (Mayer,
Wilson e Hube, 2013). Apenas 600 espécies de fungos compreendem patdgenos humanos,
porém este relativamente pequeno grupo é responsavel por uma ampla variedade de
infeccbes cutaneas leves ou severas, bem como infecches sistémicas graves e que
apresentam risco de vida (Mayer, Wilson e Hube, 2013). Destas espécies, destacam-se
Cryptococcus neoformans e Candida albicans, caracterizadas por serem patdgenos
oportunistas, frequentemente associados com outras doencgas que comprometem o sistema
imune de individuos. Ambos podem ser encontrados como patdgenos intracelulares e
possuem diversos mecanismos para subverter a resposta imune do hospedeiro e assim
garantir sua sobrevivéncia e disseminacdo. Entretanto, células hospedeiras desenvolveram
mecanismos de defesa para conter a proliferacdo destes patdgenos e, neste contexto,
destaca-se a privacdo de micronutrientes, como metais de transicdo, essenciais para a
sobrevivéncia de todos os organismos vivos (Mayer, Wilson e Hube, 2013).

Esta dissertacdo visa avaliar os mecanismos pelos quais células de mamiferos
hospedeiros modulam a homeostase do metal cobre durante a infec¢do por patdgenos
fangicos, como C. neoformans e C. albicans. Estes mecanismos ainda sdo pouco descritos
na literatura e, frente a isto, é importante entender as estratégias utilizadas por estes
patdgenos para burlar a defesa do hospedeiro e estabelecer a infeccdo, para assim melhor

compreender este fendmeno.
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1.1.COMPLEXO CRYPTOCOCCUS SPP.

O género Cryptococcus é conhecido ha mais de 100 anos e cerca de mais de 50
leveduras do género Cryptococcus ja foram isoladas do ambiente, mas somente
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo conhecidos como patdégenos humanos
(Sabiiti e May, 2012). C. neoformans e C. gattii sdo os agentes etiologicos da criptococose
e, apesar de no passado terem sido considerados pertencentes a mesma espécie, atualmente
sdo classificados como duas espécies distintas, com base em numerosas diferencas como
distribuicdo geografica, epidemiologia, apresentacdo clinica e caracteristicas moleculares
(Cogliati, 2013). As leveduras podem ser encontradas em diversos nichos do ambiente,
como solo, arvores e animais, principalmente em aves (Kronstad et al., 2011; Coelho,
Bocca e Casadevall, 2013).

O complexo Cryptococcus € dividido em 4 sorotipos, tendo como critério uma
classificacdo baseada na reacdo imunologica produzida com componentes da sua capsula
polissacaridica. Os sorotipos A e D correspondem a C. neoformans var. grubii e C.
neoformans var. neoformans, respectivamente, enquanto que sorotipos B e C sdo
associados com C. neoformans var. gattii. Recentes estudos filogenéticos, empregando
tipagem molecular e a auséncia de recombinacdo genética entre isolados de cada espécie,
tornaram possivel o reconhecimento de C. neoformans var. gattii como uma espécie
distinta, denominada C. gattii. As variedades foram entdo divididas em tipos moleculares:
VNB, VNI, VNII correspondentes a C. neoformans var. grubii, VNIV a C. neoformans
var. neoformans, VNIII a um tipo hibrido. Ja os tipos VGI, VGII, VGIIl e VGIV
correspondem a C. gattii (Figura 1). Os tipos moleculares VNI e VNII de C. neoformans
var. grubii possuem uma ocorréncia global, sendo responsaveis por cerca de 95% das

infeccBes criptocococicas no mundo todo e 98% em pacientes com HIV/AIDS. O tipo
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molecular VNB é geograficamente restrito & Africa do Sul e C. neoformans var. grubii
VNI e o sorotipo hibrido AD também s&o originarios da Africa (Boekhout et al., 1997;

Ngamskulrungroj et al., 2009; Sabiiti e May, 2012).

Sorotipos Tipos moleculares
VNI
Sorotipo A
var. grubii VNII
| VNB
Cryptococcus neoformans
ygs e >} Hibrido AD ————— VNIII
.o mMiinoes de anoas

|

Cryptococcus Sorotipo D _— VNIV

neoformans var. neoformans

Complexo de espécies
37 milhdes de anos

Sorotipo B val
S VGl

L
s ' = VGl
Sorotipo C 4 VGIV

Cryptococcus gattii
9.5 milhdes de anos

Figura 1: A evolucdo do complexo de espécies Cryptococcus. O complexo de espécies
Cryptococcus possui duas subespécies, C. neoformans e C. gattii, as quais ainda foram
subdivididas em sorotipos €, pelo menos, 9 tipos moleculares. C. neoformans corresponde
aos sorotipos A e D e C. gattii aos sorotipos B e C. Figura adaptada de (Lin e Heitman,
2006).

A levedura C. gattii destacou-se por ter sido responsavel por um surto que ocorreu em
1999 nas ilhas de Vancouver, no Canada, onde houve um aumento dramatico na frequéncia
de infecgOes em seres humanos e animais (Bartlett, Kidd e Kronstad, 2008). Desde entéo,
C. gattii parece ter se espalhado além desta regido, visto a ocorréncia de cerca de 60 casos
de infeccdo humana em Oregon e Washington, EUA, desde 2004 (Byrnes et al., 2010). O
gendtipo VGII ainda pode ser subdividido em VGlla, VGIIb e VGlIc, sendo que VGlla foi

predominante em pacientes e fontes ambientais durante este surto, mostrando elevado nivel
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de viruléncia (Kronstad et al., 2011). Acreditava-se que esta espécie era restrita a regides
tropicais e subtropicais, entretanto ap0s o surto nas ilhas de Vancouver e na costa oeste do
Pacifico na América do Norte, este patdgeno passou a ser considerado também presente em
regides temperadas (Cogliati, 2013).

Ambos, C. neoformans e C. gattii, utilizam mecanismos especializados para
adaptarem-se no ambiente de hospedeiros mamiferos e podem ser classificados, ao invés
de oportunistas, como patdégenos que causam danos ao hospedeiro com resposta imune
fraca ou normal, respectivamente (Casadevall e Pirofski, 2003; Kronstad et al., 2011).
Entretanto, a correlagcdo entre C. neoformans e pacientes imunocomprometidos tem sido
desafiada a medida que aumentam o0s casos de criptococose em pacientes
imunocompetentes. Apesar da relacdo débvia de C. gattii com individuos saudaveis e
animais, apdés ter sido responsavel pelo surto no oeste da América do Norte, C. neoformans
também é capaz de causar doenca em pacientes imunocompetentes, fato que pode ser
comprovado pelos numerosos casos de criptococose descritos antes da epidemia da

AIDS/HIV (Kronstad et al., 2011).

1.1.1. A CRIPTOCOCOSE

Atualmente, a epidemia de AIDS/HIV tem crescido no mundo todo e estima-se que
cerca de 2,7 milhdes de pessoas sdo infectadas por ano, sendo que aproximadamente 1,8
milhGes de mortes ocorrem devido a causas relacionadas com a AIDS, de acordo com 0s
ultimos dados publicados pelo programa de AIDS/HIV das Nagdes Unidas e Organizacao
Mundial da Saude (Cogliati, 2013). Neste contexto, a meningite criptococdcica € a
infeccdo fungica mais comum do sistema nervoso central (SNC) e a terceira complicacao

neuroldgica mais frequente em pacientes com AIDS (Cogliati, 2013). Cerca de 1 milhdo de
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casos de meningite criptocococica ocorrem por ano no mundo todo, com altas taxas de
mortalidade, aproximadamente 60% ap0s 3 meses de infeccdo (Park et al., 2009). A
meningite criptocococica associada ao HIV ocorre na maioria dos casos e tem maior
prevaléncia na Africa sub-saariana, onde o nimero de casos fatais pode exceder as mortes
por tuberculose em algumas areas (Park et al., 2009; Kronstad et al., 2011). Sua incidéncia
e mortalidade permanece alta, mesmo com 0 aumento ao acesso a terapias anti-retrovirais
(Jarvis et al., 2009; Sabiiti e May, 2012). Além disso, a criptococose é também a terceira
infeccdo fangica mais frequente em pacientes transplantados de 6rgdos solidos (Singh,
Forrest e Practice, 2009; Sabiiti e May, 2012).

O primeiro caso de criptococose humana foi relatado em 1895 por cientistas alemaes,
que descreveram uma lesdo na tibia de uma mulher de 31 anos (Lin e Heitman, 2006;
Coelho, Bocca e Casadevall, 2013). Varios casos de criptococose foram relatados a partir
anos 1900, porém com prevaléncia baixa até os anos entre 1947 a 1968, quando um alto
nimero de casos foi identificado na Africa. Este aumento no nimero de casos acreditou-se
ter relacdo com o aumento no numero de casos de AIDS no rio Congo durante 0 mesmo
periodo. Desde os anos 1980 até hoje, os casos de criptococose humana tém crescido em
paralelo com a epidemia global de AIDS/HIV (Sabiiti e May, 2012).

No Brasil sdo poucos os dados sobre a prevaléncia de micoses sistémicas, pois ndo ha
obrigatoriedade de notificacdo destes casos. Entretanto, um estudo avaliou as taxas de
mortalidade referentes as micoses sistémicas mais importantes no Brasil e suas associacfes
com condic¢es ambientais e doengas imunossupressoras como a AIDS (Prado et al., 2009).
Entre os anos de 1996 a 2006 doencas parasitarias e infecciosas foram responsaveis por
517.057 mortes, sendo que foi possivel observar um aumento da média anual de mortes

causadas por criptococose (de 24,5% a 26,8%) e candidiase (de 12,2% a 16,3%) desde o
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inicio até o final do estudo (Prado et al., 2009). A criptococose teve prevaléncia
predominante na regido sul e sudeste, onde esteve principalmente relacionada a homens,
embora o numero de casos em mulheres tenha aumentado durante o periodo avaliado.
Também foi a micose sistémica mais mencionada (50,9%) em relatos de casos que
tiveram como causa principal de morte a AIDS, seguido de candidiase (30,2%) (Prado et
al., 2009).

A infeccéo criptocococica pode ocorrer em qualquer parte do corpo humano e ja foram
relatados casos envolvendo pele, 0ssos, prostata, trato urinario, figado, baco, linfonodos,
pulmdes e cérebro. Dentre estes, pulmdes e cérebro sdo os 6rgdos mais frequentemente
afetados (Sabiiti e May, 2012). Uma vez no cérebro, C. neoformans pode ocasionar
meningoencefalite, doenca que apresenta risco de morte, ja que na auséncia de tratamento
adequado pode ser fatal. Mesmo com tratamento, a taxa de mortalidade é alta, variando de
30 a 100% em pacientes com HIV/AIDS (Kambugu et al., 2008; Sabiiti e May, 2012). Os
sintomas da meningoencefalite incluem dor de cabeca, febre, indisposicdo, alteracdo do
estado mental, tendo 0 aumento da pressao intracraniana como complicagdo mais comum,
podendo ainda ocasionar perda visual e auditiva (Bicanic e Harrison, 2004; Sabiiti e May,
2012). Dentre as op¢Oes para tratamento, frequentemente s&o utilizados anti-fungicos como
fluconazol e anfotericina B. Anfotericina B pode ser considerada mais efetiva atualmente,
porém possui elevada toxicidade e, desta forma, necessita de procedimentos de
administracdo adequados e que muitas vezes ndo estdo disponiveis em regifes onde a
criptococose tem maior prevaléncia (Sabiiti e May, 2012). Logo, torna-se cada vez mais
necessario e relevante a descoberta de novos alvos e desenvolvimento de novos farmacos

para o tratamento e controle da criptococose (Mcquiston e Williamson, 2012).
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1.1.2. ESTABELECIMENTO DA INFECCAO

A infeccdo em humanos inicia-se através da inalacdo de propagulos infeciosos que
estdo amplamente dispersos no ambiente e, através da inalacdo, chegam ao trato
respiratorio (Kronstad et al., 2011; Sabiiti e May, 2012). Estas particulas infecciosas
possuem tamanho muito pequeno (cerca de 3 um), comparado com células de levedura
maduras (4-10 um) e, desta maneira, conseguem se depositar em regiGes profundas do
trato respiratorio humano (Velagapudi et al., 2009; Kronstad et al., 2011). Células de
levedura dessecadas e esporos podem ser considerados propagulos infecciosos, entretanto
possuem algumas diferencas. Esporos estdo presentes em maior quantidade no ar, além de
serem revestidos por uma espessa parede celular e, por isso, apresentam maior resisténcia
frente a diferentes temperaturas e estresse oxidativo. Porém, podem ser mais susceptiveis a
resposta imune do hospedeiro durante a infeccdo, comparados as células de levedura e,
desta forma, acredita-se que, para que se estabeleca a infeccdo, deve ocorrer uma rapida
germinacdo do esporo até formar a célula de levedura no interior do hospedeiro (Kronstad
et al., 2011; Sabiiti e May, 2012). Além disso, no interior dos pulmdes, o0 espaco alveolar é
revestido por um fluido surfactante que possui propriedades tensoativas, facilitando a
aderéncia das células da levedura as células epiteliais dos pulmdes (Ganendren et al., 2006;
Sabiiti e May, 2012).

A colonizacdo no hospedeiro pode resultar em (i) ndo desenvolvimento da doenca,
quando o fungo é eliminado pela resposta imune do hospedeiro; (ii) infeccdo
assintomatica, quando o fungo entra em um periodo de laténcia e pode ser ativado quando
0 hospedeiro encontra-se imunocomprometido; (iii) doenca pulmonaria, caracterizada por
nodulos pulmonares e inflamacdo dos pulmdes; e (iv) doenca disseminada, que pode

potencialmente ocorrer em todos os Orgdos sisttmicos, mas mais frequentemente no
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cérebro (Kronstad et al., 2011; Sabiiti e May, 2012). Foi recentemente relatado que C.
neoformans tem o cérebro, e C. gattii os pulmdes, como destino preferencial para a

infeccdo em modelos murino de infeccdo (Ngamskulrungroj et al., 2009).

1.1.3. INTERACAO COM CELULAS FAGOCITICAS DO HOSPEDEIRO

Uma vez no espaco alveolar, as células da levedura podem sobreviver
extracelularmente e ou transitar dentro do tecido pulmonar, através da internalizacéo pelas
células epiteliais dos pulmdes ou internalizacdo em macréfagos alveolares (Sabiiti e May,
2012). Macréfagos alveolares compdem cerca de 95% da populacdo celular no lavado
broncoalveolar e sdo considerados fagocitos de primeira linha na defesa do hospedeiro
contra patégenos (Gordon e Read, 2002). A interacdo entre a levedura e macrdfagos
alveolares € determinante para o estabelecimento da infeccdo pulmonar e, posteriormente,
para uma possivel disseminacdo sisttmica (Gordon e Read, 2002; Sabiiti e May, 2012).

Nos alvéolos pulmonares, as particulas infecciosas encontram macrofagos
alveolares ou células dendriticas e sdo rapidamente ingeridas através do processo
denominado fagocitose, o qual desencadeia a resposta imune do hospedeiro. Em
camundongos, a fagocitose de células de C. neoformans ocorre durante as primeiras 24
horas ap6s a inalacdo, ocorrendo uma mudanca de ambiente extracelular para intracelular
(Feldmesser et al., 2000). Frequentemente, este processo culmina na formacdo de
granulomas contendo células fungicas em seu interior, denominados “criptococomas”, que
previnem, desta forma, a disseminacgéo extrapulmonar (Coelho, Bocca e Casadevall, 2013).
Estes granulomas sdo geralmente benignos e compostos por fagocitos mononucleares
maduros, histiécitos e células multinucleadas gigantes que envolvem as células fungicas

(Coelho, Bocca e Casadevall, 2013). A capacidade de C. neoformans de residir dentro de
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granulomas, como também de sobreviver e proliferar-se no interior de macréfagos, pode
também explicar a criptococose latente em individuos imunocompetentes (Sabiiti e May,
2012). Macrdfagos sdo importantes tanto para o controle quanto para a persisténcia no
hospedeiro, visto que ja foi relatado que a deplecdo de macrdéfagos diminui a disseminacao
da levedura para o cérebro em ratos, uma vez que para isto, um dos mecanismos utilizados
é o transporte do fungo através da internalizacdo em macrofagos (Coelho, Bocca e

Casadevall, 2013).

1.1.4. DISSEMINACAO

Para que as células de Cryptococcus consigam chegar a circulacdo sanguinea e
assim, desencadear a disseminacdo, sdo utilizadas algumas estratégias ja bem estabelecidas
que permitem que as células fungicas atravessem a barreira hemato-encefélica (BHE) e
alcancem o cérebro, causando meningoencefalite (Weksler et al., 2005; Sabiiti e May,
2012). Este processo pode ser facilitado pelo mecanismo conhecido como “Cavalo de
Troéia” (Figura 2) em que, através do parasitismo no interior de fagocitos, como mondcitos
ou macrdéfagos, as células fingicas conseguem atravessar a BHE, podendo ocorrer também
a expulsdo e transferéncia de células fangicas entre células de macrofagos (Kronstad et al.,
2011). Ja é bem estabelecido que Cryptococcus pode sobreviver e proliferar-se em
macrofagos alveolares, resistindo também ao ambiente adverso encontrado no interior de
fagossomos (Kronstad et al., 2011). Além disso, as células das leveduras podem escapar de
macrofagos por exocitose ndo-litica, ou vomocitose, sem causar danos, tanto para a célula
fangica quanto para a célula fagocitica do hospedeiro. Estudos recentes evidenciaram que

outros patdgenos intracelulares como Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis
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e Toxoplasma gondii também utilizam leucdcitos do hospedeiro para acessar o cérebro
(Sabiiti e May, 2012).

Cryptococcus também pode atravessar a BHE por um mecanismo denominado
transcitose (Figura 2), no qual atravessa células endoteliais microvasculares (BMECs) que
revestem 0s vasos sanguineos do cerebro. Apds a captacdo das células fungicas pelas
BMEC:s, ocorre a transmigracao do fungo pelo citoplasma até alcancar o cérebro (Kronstad
et al., 2011). Tem sido relatado que varias bactérias patogénicas, como Escherichia coli,
Streptococcus grupo B, L. monocytogenes e o fungo patogénico Candida albicans, também
utilizam este mecanismo para disseminar-se (Sabiiti e May, 2012). Este mecanismo tem
sido amplamente estudado através de modelos in vitro da BHE, pelos quais tém sido
demonstrado a importancia da capacidade das células fungicas de aderirem e serem
internalizadas pelas BMECs, gerando mudancas no citoesqueleto que auxiliam a entrada da
levedura no cérebro (Chen et al., 2003). Alternativamente, o0 modelo paracelular envolve a
travessia de Cryptococcus através de espacos intercelulares da BHE (Figura 2), onde o
patégeno deve danificar e enfraquecer as juncdes entre as células endoteliais para acessar 0
cérebro (Kim, 2008; Sabiiti e May, 2012). Em pacientes com HIV/AIDS, a BHE fica mais
danificada, inflamada e permeavel, o que favorece a invasdo do patdgeno por este

mecanismo (Kim et al., 2003; Jong et al., 2007; Sabiiti e May, 2012).
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Figura 2: Modelo de disseminacao de C. neoformans. Através da inalacdo, esporos ou
leveduras dessecadas colonizam o espago alveolar nos pulmdes. Em individuos
imunocompetentes, macrofagos alveolares ativados (MA) fagocitam e matam ou envolvem
as células de Cryptococcus em granulomas. No interior de granulomas as células de
Cryptococcus podem ficar em estégio de laténcia ou serem reativadas para causar infeccgéo,
dependendo do estado imune do individuo. As células de Cryptococcus podem sobreviver
no interior de macrofagos, e através do mecanismo “Cavalo de Tréia”, podem desencadear
a disseminacdo na circulacao sistémica. Na circulacdo sanguinea, Cryptococcus pode entdo
penetrar a barreira hemato-encefalica (BHE) através do (A) mecanismo paracelular, onde
as células fangicas causam danos as células epiteliais, (B) por transcitose, onde as células
fangicas ligam-se ou sdo internalizadas por células endoteliais do cérebro ou (C) pelo
mecanismo conhecido como “Cavalo de Tro6ia”, onde as células fingicas atravessam a
BHE no interior de macrofagos ou monacitos. Figura adaptada de (Sabiiti e May, 2012).

1.1.5. FATORES DE VIRULENCIA RELACIONADOS COM CRYPTOCOCCUS

O hospedeiro possui diversos mecanismos que tém a funcdo de destruir
microorganismos invasores intracelulares e extracelulares. Entretanto, para sobreviver e
replicarem-se no hospedeiro, C. neoformans e C. gattii possuem diversas estratégias para
evadir estes mecanismos antimicrobianos e modular a resposta imune (Sabiiti e May,

2012). Esta capacidade para influenciar o ambiente intracelular de macréfagos durante a
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proliferacdo, expulsdo e transferéncia da levedura entre as células hospedeiras é
provavelmente dependente da exportacdo de alguns fatores de viruléncia fangicos
(Kronstad et al., 2011). A liberacdo destes fatores de viruléncia por células fungicas para o
ambiente extracelular pode ocorrer atraveés de vesiculas ligadas a membrana que
atravessam a parede celular, denominados “sacos de entrega de fatores de viruléncia”.
Diversos estudos tém demonstrado que GXM, GalXM, pigmentos, proteinas e lipideos séo
armazenados em vesiculas que atravessam a parede celular e sdo biologicamente ativas,
podendo estimular macréfagos (Rodrigues et al., 2008; Casadevall et al., 2009; Oliveira et
al., 2010).

Foi recentemente demonstrado que vesiculas presentes no sobrenadante de uma
cultura de células fangicas sdo internalizadas por macrofagos murinos da linhagem
imortalizada RAW 264.7 e essas vesiculas podem também induzir uma producdo dose-
dependente de 6xido nitrico (NO), fator de necrose tumoral TNF-a, interleucina-10 (IL-10)
e fator de transformacdo do crescimento (TGF-B). Além disso, foi observado que vesiculas
de uma linhagem mutante acapsular de C. neoformans foi mais efetiva para estimular
macréfagos, aumentado a atividade anti-fingica, do que vesiculas de linhagens
encapsuladas (Oliveira et al., 2010). Vesiculas extracelulares também séo produzidas por
outros patdgenos como C. albicans, Candida parapsilosis, Sporothrix schenckii,
Histoplasma capsulatum e também pela levedura modelo Saccharomycies cerevisiae,
sugerindo que a secre¢do de vesiculas extracelulares pode ser uma caracteristica de células

fangicas (Oliveira et al., 2010).
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1.1.5.1. ACAPSULA

Cryptococcus produz uma estrutura extracelular composta majoritariamente por
dois polissacarideos complexos, glucuronoxylomanana (GXM) e galactoxylomanana
(GalXM), assim como por manoproteinas que formam uma céapsula, estrutura que reveste a
superficie da célula da levedura e que também pode ser secretada para o meio extracelular
(Zaragoza et al.,, 2009). O acumulo e extravasamento do material capsular no
fagolissossomo permite a liberacdo pela levedura de fatores que inativam elementos
antimicrobianos intracelulares, facilitam o influxo de nutrientes ou também servem como
diluente do contetdo lissossomal (Garcia-Rodas e Zaragoza, 2012).

A producdo da capsula é o maior fator de viruléncia de C. neoformans e C. gattii,
pois confere ao fungo propriedades anti-fagociticas, além de também ter envolvimento na
modulacdo da resposta imune do hospedeiro. Linhagens altamente encapsuladas sdo menos
fagocitadas por macréfagos, o que diminui a proliferacdo de células T e apresentacdo de
antigenos pelos macréfagos, assim como também reduz a disseminacdo sistémica
(Zaragoza et al., 2009). A expressdo da capsula também protege o fungo de estresse
oxidativo quando internalizado na célula hospedeira (Zaragoza et al., 2008). Estudos
recentes tém demonstrado que C. neoformans também possui estratégias antifagociticas
independentes da capsula e envolvem a expressdo de proteinas como Appl, que inibe a
fagocitose através da ligacdo a receptores do complemento CR2 e CR3, e do fator de
transcricdo GAT201, cuja delecdo gera uma levedura hipocapsulada que é mais susceptivel
a fagocitose (Chun, Brown e Madhani, 2011).

1.1.5.2. PRODUCAO DE MELANINA
A melanina é um pigmento hidrofébico negativamente carregado com alto peso

molecular, produzido pela polimerizacdo oxidativa de compostos fenolicos (Casadevall,
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Rosas e Nosanchuk, 2000). A producdo de melanina, catalizada por uma enzima
dependente de cobre denominada lacase, € realizada quando Cryptococcus se depara com
substrato fenolicos (Casadevall, Rosas e Nosanchuk, 2000; Sabiiti e May, 2012).

A melanina confere ao fungo uma protecdo adicional, pois possui propriedades
antioxidantes, protegendo-o da morte oxidativa por fagocitos (Sabiiti e May, 2012). Foi
demonstrado que células melanizadas foram resistentes a morte por farmacos oxidantes e
anti-fungicos, como Anfotericina B e Caspofungina, respectivamente (Van Duin,

Casadevall e Nosanchuk, 2002; Sabiiti e May, 2012).

1.1.5.3. ALTERACOES METABOLICAS

Cryptococcus desenvolve-se bem quando ha um fornecimento de oxigénio normal e
qguando encontra-se em vida livre no meio ambiente. Também possui a capacidade de
crescer a 37°C, temperatura do corpo humano, e adaptar-se a uma condicdo de hipdxia,
comparado o seu ambiente de vida livre, quando esta em ambiente intracelular (Sabiiti e
May, 2012). J& foi demonstrado que linhagens mutantes com deficiéncia em enzimas
envolvidas com a biosintese de esterol, um dos principais componentes da membrana
plasmatica da maioria dos fungos, foram incapazes de crescer sob condi¢des com pouco
oxigénio e foram menos virulentos, j& que desta forma o fungo fica mais vulneravel a
danos e que a presenca de oxigénio é essencial para sintese de ergosterol (Chang et al.,
2007). Além disso, é imprescindivel que haja um fornecimento de energia adequado para a
sobrevivéncia intracelular da levedura, fato comprovado por dados na literatura que,
através de teste com linhagens mutantes com deficiéncia nos mecanismos de utilizacdo de

glicose (delecdo de genes que codificam para proteinas com atividade de piruvato quinase
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e/ou hexoquinase | e II), mostraram-se menos virulentas em modelo murino de

criptococose por inalagédo (Price et al., 2011).

1.1.5.4. SECRECAO DE ENZIMAS

C. neoformans e C.gattii produzem enzimas que tém como funcdo degradar
membranas e, consequentemente, comprometem a integridade da célula hospedeira,
auxiliando a disseminacdo do fungo até o cérebro (Sabiiti e May, 2012). As fosfolipases
sd0 um grupo de enzimas capazes de hidrolizar um ou mais ésteres ligados a
glicerofosfolipideos (Wright et al., 2004). A fosfolipase B de C. neoformans causa uma
desestabilizacdo de membranas e lise celular que estimula a infeccdo pulmonar e
disseminacdo da levedura (Santangelo et al., 2004). Através da clivagem da dipalmitoil
fosfatidilcolina, um dos principais componentes do surfactante pulmonar, a fosfolipase B
aumenta a aderéncia as células epiteliais dos pulmdes, aumentando também a fagocitose
criptococdcica por macréfagos e sua sobrevivéncia intracelular (Santangelo et al., 2004),
assim como também contribui para 0 aumento na penetracdo da barreira hematoencefalica
(BHE) (Maruvada et al., 2012).

A expressdo de proteinases confere a capacidade para degradar proteinas do
hospedeiro, incluindo colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores do
complemento (Chen, Blank e Casadevall, 1996). Juntamente com as fosfolipases, as
proteinases causam dano & membrana fagossomal e assim, promovem a replicagdo de C.
neoformans no interior de macréfagos, permitindo a levedura escapar da morte por
enzimas fagociticas (Tucker e Casadevall, 2002).

As ureases sdo enzimas que hidrolisam a uréia a amoénia e carbamato e sdo

consideradas um importante fator de viruléncia em algumas bactérias patogénicas
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(Steenbergen e Casadevall, 2003). A urease criptocococica € um importante fator de
viruléncia, pois acredita-se que € necessaria durante o processo de invasao da levedura no
SNC, que ocorre através da captacdo da prépria levedura para o interior de microcapilares
do cérebro (Olszewski et al., 2004). Em estudo utilizando modelo murino de transmigragéo
analisado por microscopia intravital, foi demonstrado que a urease criptocococica €
responsavel pelo aumento da transmigracdo da levedura até a BHE (Shi et al., 2010).
Entretanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar o papel da urease na disseminacao

criptococdcica.

1.1.5.5. ALTERACOES MORFOLOGICAS

Em resposta a condigdes ambientais, as células de Cryptococcus podem sofrer
diversas alteracBes morfoldgicas, como por exemplo a formacdo de filamentos durante o
acasalamento, alargamento da cépsula em resposta a fatores do hospedeiro e expansdo do
tamanho da célula, formando células gigantes. As células gigantes possuem entre 40 a 50
pum de diametro e tém sido amplamente relatadas, podendo formar-se em resposta a
alteracdes na temperatura, por exemplo (Love, Boyd e Greer, 1985). A formacéo de células
gigantes, ou titds, parece ter papel importante na viruléncia de Cryptococcus, ja que a
inibicdo da formacdo de células titas resulta na reducdo da viruléncia e disseminagdo em
modelo de criptococose em ratos (Crabtree et al., 2012). Estas células também
demonstraram ser mais resistentes a fagocitose e ainda sdo capazes de conferir resisténcia
as células vizinhas de tamanho normal (Okagaki e Nielsen, 2012). O aumento da ploidia,
resultante da endoreplicacdo e formacdo de células gigantes, sugere que devem ser
considerados também mudancas no genoma criptocococico durante a infeccdo. Esta

variabilidade pode influenciar a viruléncia por alterar a resisténcia a resposta imune,
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progressdo da doenca, disseminacao e laténcia. Mudancas na ploidia vém sendo relatados
em outros fungos também, influenciando crescimento, expressdo génica e resisténcia a

farmacos anti-fungicos (Kronstad et al., 2011).

1.1.6. MODULACAO DO SISTEMA IMUNE DO HOSPEDEIRO

Patdgenos fungicos intracelulares sdo capazes de alterar o estado do sistema imune
do hospedeiro humano para estabelecer a doenca, principalmente quando o hospedeiro €
imunocomprometido, tendo como exemplo a levedura C. neoformans (Kronstad et al.,
2011). Entretanto, apesar desta elaborada capacidade da levedura para resistir a
internalizacdo por macrofagos, as células hospedeiras também dispéem de diversas
estratégias para conter a acdo destes microrganismos invasores (Sabiiti e May, 2012).

O reconhecimento inato de fungos por leucocitos é mediado por receptores
presentes na superficie celular que desencadeiam cascatas de sinalizacdo intracelular,
levando a inducdo da resposta protetora do hospedeiro contra o patégeno (Faro-Trindade et
al., 2012). Alguns receptores sao responsaveis por este reconhecimento, como receptores
fagociticos, que podem ser divididos em opsbnicos e ndo-opsbnicos. Os receptores
fagociticos opsonicos sdo receptores da familia Fc, que ligam-se a anticorpos dos
macrogafos, como 1gG, IgM ou IgA, ou da familia de receptores do complemento.
Receptores fagociticos ndo-opsonicos sdo os receptores de reconhecimento padrao (PRRS),
como Dectina-1 ou receptores de manose, receptores toll-like 2 (TLR2), receptores Nod-
like, entre outros, que sdo capazes de reconhecer distintos padrées moleculares associados
a patogenos (PAMPs) na superficie da célula fangica (Johnston e May, 2013).
Componentes da parede celular fungica, como a-glucanos, -glucanos e quitinas podem ser

reconhecidos por estes receptores. A exemplo disto, a ativacio de Dectina-1 através de B-
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glucanos da célula fungica in vitro leva a um aumento na atividade fungicida de
macrofagos, por mediar a producdo de citocinas pro-inflamatdrias (Coelho, Bocca e
Casadevall, 2013).

Entretanto, a capsula criptocococica possui propriedades altamente anti-fagociticas
e pode atuar como uma barreira fisica, escondendo ligantes a PRRs que estdo presentes na
parede celular fangica e, desta forma, a opsonizacdo torna-se essencial para que haja a
ingestdo das células fungicas in vitro. Neste contexto, a presenca de anticorpos especificos
gue agem como opsoninas, possibilitam uma captacdo mais eficiente de ceélulas
criptococdcicas por macréfagos. Receptores do complemento podem servir como
alternativa na auséncia de anticorpos especificos, uma vez que um estudo demonstrou que
0 receptor fagocitico do complemento CR3 pode também ligar-se diretamente a
Cryptococcus (Taborda e Casadevall, 2002). Além disso, a proteina surfactante D (SP-D)
pode agir como opsonina de células criptocococicas pouco encapsuladas, sendo este
processo benéfico para o patégeno, ja que a delecdo de SP-D mostrou-se protetora para
camundongos (Geunes-Boyer et al., 2012). Apesar das propriedades anti-fagociticas da
capsula demonstradas in vitro, a ingestdo das células fungicas in vivo ocorre rapidamente e
ainda ndo foram definitivamente identificados as opsoninas ou receptores envolvidos
(Coelho, Bocca e Casadevall, 2013).

Apoés a fagocitose, no interior de macréfagos forma-se uma vesicula com uma
membrana Unica e na qual esta contido o patégeno, denominada fagossomo, que sofre um
processo de maturacdo, através da fusdo de diversas vesiculas endociticas, a fim de
produzir um ambiente adverso e antimicrobiano para o patdgeno internalizado (Johnston e
May, 2013). Para isto, no interior de fagossomos ocorrem algumas transformacées, como a

acidificacdo e adicdo de diversos peptideos antimicrobianos, proteases e outras enzimas
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degradativas, além da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Johnston e
May, 2013). Seguido da maturacdo do fagossomo, ocorre uma fusdo com lissossomos
antimicrobianos que tém funcdo de degradacao, através de enzimas especificas (Johnston e
May, 2013). Apo6s, pode ocorrer a autofagia, que pode ndo ser considerada necessariamente
parte do processo fagossomal, mas tem a funcdo de degradar e reciclar componentes
celulares no interior de lissossomos (Qin et al., 2011). Para que Cryptococcus consiga
sobreviver e proliferar no interior de fagossomos, necessita utilizar diversos mecanismos
para proteger-se da formacédo de espécies reativas, como por exemplo através da atividade
da proteina criptocococica superdxido dismutase Sodl que possui atividade protetora
contra a toxicidade de ions, como o anion superoxido que pode ser convertido em perdxido
de hidrogénio (H,0,) (Brown, Campbell e Lodge, 2007).

Por sua vez, apés a fagocitose, macréfagos alveolares utilizam diversas acdes para
conter a infeccdo, tais como a producao de quimiocinas e citocinas, recrutamento de outras
células do sistema imune e apresentacdo de antigenos, em uma combinacdo de esforgos da
resposta imune inata e adaptativa (Mcquiston e Williamson, 2012). Neste contexto, a
resposta mediada por células Thl é essencial para a eliminacdo do fungo nos pulmdes.
Citocinas associadas as células Thl, como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon-
gamma (IFN-y) provocam uma ativacédo classica em macrofagos, que regula a producdo de
oxido nitrico (NO) a partir de L-arginina através da enzima NOS2, o que confere ao
macrofago elevado potencial fungicida (Olszewski, Zhang e Huffnagle, 2010; Mcquiston e
Williamson, 2012). Entretanto, apesar da resposta do tipo Thl ser predominante, a
combinagdo com a resposta do tipo Th2 também mostra-se importante para uma resposta
imune mais eficiente (Coelho, Bocca e Casadevall, 2013). A importancia de células Th17

vem sendo estudada, tendo alguns indicios que citocinas associadas, como a interleucina
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17 (IL-17) podem ativar macrdéfagos e limitar a proliferacdo de células fungicas

internalizadas (Muller et al., 2007).

1.2.CANDIDA ALBICANS

Diversas espécies do género Candida sdo conhecidas por serem capazes de
colonizar diferentes nichos no corpo humano, sendo colonizadores comuns das cavidades
oral, vaginal e intestinal em individuos saudaveis (Miramon, Kasper e Hube, 2013).
Entretanto, sob condi¢des que favorecem seu crescimento excessivo, Candida spp. pode
causar doencas que variam de infeccGes superficiais das mucosas, como candidiase
orofaringea ou vulvovaginal, a infec¢des que apresentam risco de vida como a candidiase
disseminada ou invasiva (Miramon, Kasper e Hube, 2013). O género Candida spp.
compreende cerca de 150 espécies, dentre estas mais de 20 espécies sdo capazes de
colonizar humanos e apenas algumas sdo responsaveis pela maioria de infeccdes fungicas,
sendo C. albicans a espécie que apresenta maior relevancia e viruléncia (Miramoén, Kasper
e Hube, 2013).

A levedura C. albicans € caracterizada por ter a capacidade de crescer sob a formas
de levedura ou forma filamentosa, podendo ser pseudo-hifa ou hifa verdadeira, e também
por aderir a superficies bioldgicas ou inertes (Sudbery, Gow e Berman, 2004; Miramon,
Kasper e Hube, 2013). Esta caracteristica confere a este fungo a capacidade de formacéo
de biofilme, composto tanto da forma levedura quanto filamentosa ligados a uma matriz
extracelular e que pode causar alteragdes na imunidade do hospedeiro (Ganguly e Mitchell,
2011). A formacdo de biofilme em catéteres ou instrumentos médico-hospitalares pode

aumentar a resisténcia a terapia anti-fangica, bem como representar uma fonte continua do
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fungo, podendo assim espalhar-se na corrente sanguinea (Taff et al., 2012; Miramon,

Kasper e Hube, 2013).

1.2.1. COLONIZACAO VERSUS INFECCAO

C. albicans pode colonizar a pele, mucosa genital ou intestinal de 30 a 70% de
individuos saudaveis e, portanto, sob condi¢fes normais, ndo causa doenga (Perlroth, Choi
e Spellberg, 2007). Sob estas circunstancias, C. albicans € um membro da microbiota de
individuos saudaveis, vivendo comensalmente em superficies mucosas, incluindo trato
digestivo e cavidade oral (Dalle et al., 2010). Neste contexto, ha um equilibrio entre a flora
microbiana e o tecido epitelial hospedeiro, bem como no seu sistema de defesa imune e
outras eventuais condi¢cBes ambientais (Dalle et al., 2010). Porém, algum distarbio nesse
balanco, ou incapacidade de controlar a sua colonizacdo, pode causar um crescimento
descontrolado do fungo e provocar a invasao de C. albicans no tecido da mucosa, podendo
disseminar para outros 6rgaos (Pittet et al., 1994; Dalle et al., 2010; Gow et al., 2012). Em
consequéncia desse desequilibrio, C. albicans pode comportar-se como um patdégeno
agressivo, responsavel por infecces superficiais ou graves infeccdes sistémicas (Dalle et
al., 2010). Em humanos, acredita-se que infeccbes sistémicas originam-se
predominantemente do trato gastrointestinal, j& que podem ser encontradas grandes
quantidades do fungo neste local (Nucci e Anaissie, 2001).

Algumas condic¢des podem aumentar a predisposi¢do a C. albicans, como infecgéo
por HIV, diabetes, uso de antibidticos ou imunosupressores e pacientes com idades
extremas. A candidiase oral pode ser ocasionada pelo uso ou falta de higiénie em
dentaduras e a candidiase vulvovaginal é considerada comum mesmo em mulheres sadias

(Moyes e Naglik, 2011; Miramén, Kasper e Hube, 2013). No caso de candidiase
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disseminada, os fatores de predisposicdo incluem colonizacdo do intestino com C.
albicans, quimioterapia, uso de farmacos imunossupressores, uso prolongado de
antibidticos com amplo espectro de acdo que alterem a composi¢cdo normal da microflora
intestinal, favorecendo o aumento do crescimento de C. albicans (Koh et al., 2008;
Miramon, Kasper e Hube, 2013). Também pacientes hospitalizados por tempo prolongado
e 0 uso de catéteres intravenosos aumentam o risco de infeccdo com C. albicans, assim
como outras condi¢Bes associadas a um comprometimento no numero de leucdécitos e,
consequentemente, do sistema imune (Miramon, Kasper e Hube, 2013).

Infecgdes fungicas estdo entre as principais complicagbes em pacientes
imunocomprometidos ou hospitalizados com doencas graves e C. albicans é uma das mais
importantes e frequentes causas destas infeccGes oportunistas em todo o mundo, afetando
principalmente pacientes com mais de 65 anos de idade (Flevari et al., 2013). A
candidemia e candidiase invasiva possuem uma incidéncia crescente em ambiente
hospitalar, tendo uma taxa de mortalidade entre 36 a 63%, dependendo da populacéo de

pacientes (Flevari et al., 2013).

1.2.2. FATORES DE VIRULENCIA RELACIONADOS COM CANDIDA

ALBICANS

A capacidade de C. albicans de infectar diversos nichos no ambiente hospedeiro é
somente possivel devido a algumas caracteristicas do fungo que agem como fatores de
viruléncia e incluem a transicdo morfolégica entre as formas levedura e hifa, a expresséo
de adesinas e invasinas na superficie celular, formacg&o de biofilme, alteracdes no fenotipo,
secrecdo de hidrolases e tigmotropismo (Figura 3). Também pode ser considerada como

fatores de viruléncia a capacidade de adaptacdo a diversas condigdes ambientais, ou fitness,
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como alteracdes do pH, resposta ao estresse e sistema de aquisicdo de nutrientes (Figura 3)

(Mayer, Wilson e Hube, 2013).

1.2.3. DIMORFISMO

C. albicans pode crescer sob forma de levedura, com formato ovéide, ou sob forma
filamentosa, como células alongadas com restricGes no septo, caracterizando pesudohifas,
ou forma hifal (Mayer, Wilson e Hube, 2013). A transicdo entre a forma levedura para a
forma filamentosa ¢ denominada dimorfismo (Figura 3) e acredita-se que os dois tipos
morfologicos sdo importantes para patogenicidade de C. albicans, pois embora a forma
filamentosa seja amplamente descrita como mais invasiva, a forma de levedura esta mais
relacionada com disseminacdo do fungo (Berman e Sudbery, 2002; Saville et al., 2003).
Além disso, a formacdo de hifa pode esta relacionada com a expressdo de genes
especificos que ndo somente estdo envolvidos com a formacdo de hifa como também
codificam fatores de viruléncia (Mayer, Wilson e Hube, 2013).

Algumas condi¢fes ambientais podem influenciar a alteracdo da morfologia de C.
albicans, como por exemplo mudancas no pH, onde em pH abaixo de 6 as células fungicas
crescem predominantemente em forma de levedura e em pH acima de 7 o crescimento hifal
é induzido (Mayer, Wilson e Hube, 2013). Outros fatores também podem estimular o
crescimento filamentoso, como a presenca de soro ou N-acetilglicosamina, temperatura
fisiologica e presenca de CO, (Sudbery, 2011). Também o quorum sensing, mecanismo de
comunicacgdo entre células microbianas, parece ter influéncia neste processo (Hornby et al.,

2001).
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1.2.4. ADESINAS E INVASINAS

Adesinas sdo um conjunto de proteinas envolvidas na aderéncia de C. albicans a
outros microorganismos, superficies abidticas ou células do hospedeiro (Figura 3) (Mayer,
Wilson e Hube, 2013). Algumas proteinas associadas a morfologia hifal vém sendo
estudadas, como a familia de proteinas com sequencia tipo-aglutinina (ALS) cuja proteina
Als3 é uma adesina associada a hifa e Hwpl, uma proteinas ligada a GPI associada a hifa,
que parece ter papel relevante para aderéncia de C. albicans (Murciano et al., 2012).

Invasinas sdo um grupo de proteinas que estdo relacionadas com o processo de
endocitose. C. albicans expressa proteinas especificas que medeiam a sua ligacdo com
ligantes do hospedeiro, como por exemplo E-caderina em células epiteliais e N-caderina
em células endoteliais, que irdo desencadear a internalizacdo das células fungicas pelas
células do hospedeiro (Figura 3) (Dalle et al., 2010; Mayer, Wilson e Hube, 2013). Foram
identificadas algumas proteinas que estdo envolvidas neste processo, como a proteina Als3,
que também pode atuar como adesina (Phan et al., 2007; Sun et al., 2010). Entretanto,
acredita-se que a penetracdo direta, ou seja, com o uso de forca fisica da forma hifal, seja
determinante para que haja a invasdo de C. albicans na célula hospedeira. Algumas
proteases podem contribuir para esse tipo de invasdo, como é 0 caso de proteases
asparticas secretadas (Saps) (Dalle et al., 2010; Wachtler et al., 2011; Mayer, Wilson e

Hube, 2013).

1.2.5. FORMACAO DE BIOFILME

A capacidade de formar biofilme em superficies bidticas e abioGticas € um
importante fator de viruléncia de C. albicans (Figura 3). A formacdo de biofilme ocorre

apos a aderéncia das células de levedura em uma superficie, onde ocorre entdo a
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proliferacdo destas células, formacdo de ceélulas hifais na parte superior do biofilme,
acumulo de material em uma matriz extracelular e, por fim, dispersdo destas células
(Mayer, Wilson e Hube, 2013). Dentre as superficies abiéticas, as mais comuns Sao
catéteres e dentaduras e as superficies bidticas mais frequentes sdo a superficie de células
da mucosa (Fanning e Mitchell, 2012). O biofilme confere a C. albicans maior resisténcia
a agentes antimicrobianos e fatores da resposta imune do hospedeiro, assim como a
dispersdo de células a partir do biofilme contruibui para a viruléncia, ja que estas

demonstraram ser mais virulentas em estudo recente (Uppuluri et al., 2010).

1.2.6. CONTATO SENSORIAL E TIGMOTROPISMO

Para que o fungo tenha a capacidade de adaptacdo a diversos ambientes, ele dispGe
de mecanismos que detectam e estimulam uma resposta a diferentes condic¢6es (Figura 3),
como pouca disponibilidade de oxigénio, privacdo de nutrientes e estresse osmotico
(Kumamoto, 2008). Para fungos patogénicos e, principalmente, para C. albicans, este
mecanismo possui grande importancia para sua viruléncia. O contato de C. albicans com
superficies bidticas ou abioticas leva a uma resposta ou sinais que desencadeiam uma
comunicacdo entre as células fungicas induzindo, por exemplo, a transicdo de levedura a
hifa e a formacédo de biofilme. Em contato com alguns substratos como agar e superficies
mucosas a hifa pode invadir este substrato, ja& em superficies sélidas a formacdo de

biofilme é induzida (Kumamoto, 2008; Mayer, Wilson e Hube, 2013).

1.2.7. SECRECAO DE HIDROLASES

Proteases, fosfolipases e lipases sdo enzimas que séo secretadas por C. albicans para

facilitar a penetragdo das células hifais do fungo em células do hospedeiro. Estas enzimas
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sdo capazes de causar danos as membranas de células hospedeiras e assim favorecerem a
adesdo e penetracdo, aumentando a patogenicidade de C. albicans. A familia de proteases
asparticas secretadas (Saps) demonstraram ter importancia na viruléncia de C. albicans por
causarem danos a células epiteliais em estudo in vitro. (Gacser et al., 2007; Mayer, Wilson

e Hube, 2013).
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Figura 3. Mecanismos relacionados com a patogenicidade de C. albicans. As células de
levedura podem aderir a superficie da célula hospedeira, através da expressdo de adesinas.
O contato com o hospedeiro desencadeia a transicdo levedura-hifa e o crescimento, através
de tigmotropismo. Também a expressao de invasinas desencadeia a captacdo das células
fangicas pelas células do hospedeiro, através de uma endocitose induzida. Pode ocorrer a
ligacdo das células de levedura a superficies abidticas (ex. catéteres) e bioticas (ex. células
hospedeiras), atraves da formacdo de biofilme, contendo células de levedura na parte
inferior e células hifais na parte superior do biofilme. A plasticidade fenotipica pode
influenciar a formacéo de biofilme. Além disso, varios mecanismos de adaptacdo podem
influenciar a patogenicidade, como por exemplo a resposta ao estresse, mediada por
proteinas heat shock (HSPs), auto-indugdo da formacgdo de hifa, através da captacdo de
aminoéacidos e excrecdo de amonia (NHs), alcalinizando o meio extracelular, assim como a
captacdo de carbono (C), nitrogénio (N) e metais de transicdo essenciais, como ferro (Fe),
zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn). Adaptacdo de (Mayer, Wilson e Hube, 2013).
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1.2.8. INTERACAO COM CELULAS DO HOSPEDEIRO

A parede celular de C. albicans é composta por carboidratos e proteinas que néao
estdo presentes no corpo humano e, desta maneira, pode representar um alvo para o sistema
imune. O reconhecimento de microorganismos ndo-opsonizados por fagocitos é mediado
pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS), através de
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) presentes na superficie de células do sistema
imune, ativando e modulando a resposta imune (Gow et al., 2012; Miramon, Kasper e
Hube, 2013). Diversas classes de PRRs tém sido descritas com capacidade de
reconhecimento de PAMPs de C. albicans como receptores Toll-like (TLRs) como TLR2,
TLR4 e TLR9, receptores de lectina tipo-C (CLRs) como como Dectina-1, Dectina-2,
receptor de macrofago de manose 1 (MMR), e receptores Nod-like, sendo responsaveis
pelo reconhecimento de estruturas microbianas e desencadeando a producdo de citocinas
pré-inflamatorias (Gow et al., 2012; Miramon, Kasper e Hube, 2013)

A parede celular de C. albicans é formada principalmente por duas camadas: a
camada interna, que € composta principalmente por polissacarideos esqueletais, como
quitina e B-1,3-glucano, que conferem forca e forma; e a camada externa, que é composta
predominantemente por polimeros de manose que podem se associar covalentemente a
proteinas, formando glicoproteinas (Gow et al., 2012). A expressao de proteinas da parede
celular sdo reguladas durante a transicdo levedura-hifa, na qual genes que codificam
proteinas hifais especificas sdo superexpressos (Gow et al., 2012). Apesar da semelhante
composicao da parede celular entre hifa e levedura, diferencas sdo importantes, pois podem
modular a interagdo de C. albicans com o sistema imune do hospedeiro, impedindo o
reconhecimento do fungo por mondcitos (Mora-Montes et al., 2011). A quantidade de

PAMPs presentes em cada forma de C. albicans pode diferir bastante e, desta forma, estas
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diferencas podem influenciar significativamente a resposta imune do hospedeiro (Gow et
al., 2012).

As células epiteliais da mucosa servem como barreira para patégenos, pois podem
reconhecé-los e desencadear uma resposta imune através da producdo de citocinas.
Entretanto, individuos saudaveis sdo comumente colonizados por C. albicans, assim a
doenca ocorre somente quando o fungo atravessa essas células epiteliais, por endocitose,
onde pode ser internalizado por essas células (Dalle et al., 2010). Durante este processo, a
morfologia hifal fornece maior eficiéncia, pois para penetrar em tecidos diretamente deve
provocar dano a superficie epitelial (Gow et al., 2012).

C. albicans interage permanentemente com células ndo-fagociticas do hospedeiro,
tanto no estagio comensal quanto no inicio da infeccdo e possui diversos mecanismos para
sobreviver e proliferar-se no hospedeiro, sendo capaz de aderir, causar dano e invadir
células epiteliais durante infeccdes orais (Dalle et al., 2010). A invasdo das células
epiteliais do hospedeiro pode ocorrer através de dois mecanismos, um deles acontece
através da forca fisica produzida pela hifa e secrecdo de enzimas liticas, como proteases
asparticas secretadas (Saps) que podem digerir componentes da superficie de células
epiteliais e assim facilitar a penetracdo da levedura na célula hospedeira, e também pela
inducdo da endocitose das células epiteliais, através da inducdo da producdo de
pseuddpodos pelas células hospedeiras, que internalizam as células fungicas (Felk et al.,
2002; Park et al., 2005; Dalle et al., 2010). Além disso, as células do sistema imune,
fagocitos como neutrofilos polimorfonucleares, mondcitos ou macréfagos e células
dendriticas, agem como primeira linha na defesa contra patdgenos intracelulares e acredita-
se que estas células possuam papel importante durante infeccbes por C. albicans

(Miramon, Kasper e Hube, 2013).
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Células fagociticas podem facilmente internalizar C. albicans através do
mecanismo da fagocitose e, portanto, sdo essenciais para a resposta imune do hospedeiro
durante a infec¢do. Uma vez no interior destas células, o fungo é exposto a um ambiente
desfavoravel e antimicrobiano, que é criado através da formacéo de espécies reativas e
peptideos antimicrobianos (Frohner et al., 2009; Mayer, Wilson e Hube, 2013). A resposta
protetora contra C. albicans ocorre principalmente por inducdo de citocinas Thl, embora
um equilibrio entre as respostas mediada por células T seja mais eficiente durante a
infeccdo, assim como acontece durante a interacdo com C. neoformans (Diez-Orejas e
Fernandez-Arenas, 2008).

Neste contexto, também é restringido a disponibilidade de nutrientes, o que faz com
que o fungo induza diversos mecanismos a fim de subverter estas condi¢cdes adversas para
sua sobrevivéncia. Em resposta a falta de nutrientes, C. albicans pode desencadear a
gliconeogénese ao inves da glicdlise, como também utilizar lipideos e aminoacidos como
fonte de nutricdo (Mayer, Wilson e Hube, 2013). Para adaptar-se as condicOes de estresse
oxidativo, algumas proteinas agem na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio,
como as superdxido dismutases Sodl e Sod5, que estdo envolvidas na dismutacdo de
superoxido a peroxido de hidrogénio (H,0,) e a catalase Ctal, que converte peréxido de
hidrogénio (H20,) em &gua, e também na detoxificacdo de espécies reativas de nitrogénio,
como a proteina relacionada a flavohemoglobina, Yhb1 (Frohner et al., 2009). Além disso,
C. albicans pode escapar de macrofagos através da inibicdo da producdo de efetores
antimicrobianos e inducdo da formacéo de hifa que, pela forca mecénica, pode facilitar o

escape (Lorenz, Bender e Fink, 2004).
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1.3.AQUISICAO DE METAIS: COMPETICAO ENTRE PATOGENO E

HOSPEDEIRO

Metais de transicdo sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os organismos
vivos, sendo ferro, zinco, cobre e manganés de extrema importancia por serem necessarios
para a funcdo de diversas proteinas e enzimas (Mayer, Wilson e Hube, 2013). Cerca de
30% de todas as proteinas interagem com um metal como cofator, portanto estes elementos
possuem grande relevancia para a fisiologia celular (Kehl-Fie e Skaar, 2010). A presenca
de metais é imprescindivel para diversos processos celulares e também para a resposta
imune de vertebrados porém, patdgenos bacterianos e fangicos também necessitam destes
metais para sobreviver e causar doenca. Assim hospedeiros vertebrados exploram esta
condicdo, sequestrando estes elementos, em uma estratégia conhecida como imunidade
nutricional (Kehl-Fie e Skaar, 2010). Logo, tanto células hospedeiras quanto
microorganismos patogénicos evoluiram diversos mecanismos para a aquisicdo de metais

e, assim, garantir sua sobrevivéncia.

1.3.1. COBRE

O cobre é um metal de transicdo essencial para a vida aerobica e é conhecido
amplamente pelas suas propriedades antibacterianas, sendo utilizado desde a existéncia das
mais antigas civilizacGes, para esterilizar agua e tratar infeccbes (Hodgkinson e Petris,
2012; Hood e Skaar, 2012). Mais recentemente, o cobre mostrou-se efetivo contra a
contamina¢do microbiana em diversas superficies solidas, 0 que pode representar uma
abordagem para conter a dispersdo de infecgdes em ambientes hospitalares (Casey et al.,

2010).
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O cobre é essencial para inimeros processos metabolicos, porém pode ser tdxico
em grandes concentracdes (Stafford et al., 2013). A tolerancia ao cobre em bactérias
envolve a expressdo de proteinas transportadoras com dominios ATPases que exportam
cobre e sdo necessarias para a sobrevivéncia destas bactérias a resposta imune inata
durante a infeccdo (Hodgkinson e Petris, 2012). O cobre posssui a capacidade de doar e
receber elétrons e essa propriedade redox, atraves da reacdo de Fenton, gera a producédo de
radicais livres toxicos, que sdo capazes de reagir com diversas macromoléculas e, assim,
causam danos a lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Hodgkinson e Petris, 2012).
Também, o cobre pode romper a estrutura de proteinas, pois ha a probabilidade de ligar-se
a aminoacidos, propriedade que prejudica principalmente proteinas que contém
grupamentos de ferro-enxofre (Fe-S), pois o cobre pode ligar-se a enxofre na forma de
tiolato (Hodgkinson e Petris, 2012). Devido a capacidade de ser toxico, diversos
organismos evoluiram mecanismos altamente regulados para controlar o transporte e

concentracgdes intracelulares do cobre (White et al., 2009).

1.3.2. MECANISMOS DE AQUISICAO DE COBRE

Além de suas propriedades antimicrobianas, o cobre também possui grande
importancia na resposta imune (Hood e Skaar, 2012). A capacidade do cobre de gerar
radicais livres toxicos esta relacionado com o sistema de defesa de células hospedeiras e,
neste contexto, torna-se essencial a atividade de proteinas protetoras, como a enzima
superéxido dismutase Cu/Zn, que tem o cobre como cofator e, a partir de superdxido,
cataliza a formagdo de peroxido de hidrogénio e oxigénio em neutrofilos e mondcitos,

desta forma diminuindo os danos a lipideos, proteinas e ao DNA (Maggini et al., 2007).
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Em mamiferos, o transporte do cobre € regulado principalmente por proteinas
transportadoras de cobre com alta afinidade da familia CTR, que possuem a sua por¢ao
amino-terminal rica em histidina e metionina comumente encontradas em outras proteinas
envolvidas na homeostase de cobre (Zhou e Gitschier, 1997). Esta familia é composta
pelas proteinas CTR1 (SLC31Al), que importa cobre da membrana plasmatica para
compartimentos endossomais quando ha um aumento dos niveis de cobre extracelular, e
CTR2 (SLC31A2), que é principalmente expressa na membrana de vesiculas intracelulares
como endossomos e lissossomos tardios (Zhou e Gitschier, 1997; Stafford et al., 2013).
Além disso, o estimulo com a citocina pré-inflamatoria IFN- y pode induzir a expressao
destes transportadores (Hood e Skaar, 2012).

Outra proteina envolvida com o metabolismo do cobre é ATP7A, que é uma
ATPase tipo P transportadora de cobre, normalmente localizada no complexo do Golgi,
responsavel por exportar cobre quando as células sdo expostas a altas concentracdes deste
ion, podendo também transportar o cobre para o interior de vesiculas ou compartimentos
intracelulares (Lutsenko, Leshane e Shinde, 2007; Stafford et al., 2013). Acredita-se a
ATP7B tenha funcdo bastante semelhante & ATP7A e atue no transporte de cobre em
membranas, porém sua expressdo ainda nao foi relatada em macr6fagos priméarios murinos
(Stafford et al., 2013).

A ceruloplasmina (CP) é uma proteina oxidase multi-cobre capaz de ligar-se a 6
atomos de <cobre e € amplamente encontrada em vertebrados, localizada
predominantemente no plasma (Yang et al., 1986). Mais de 95% do cobre presente no
plasma esta ligado a CP, logo esta proteina possui grande importancia para a homeostase
deste metal (Stafford et al., 2013). Além da alta afinidade a cobre, CP tambeém pode atuar

como oxidase de ferro, catalizando a oxidac&o de Fe*? a Fe*?, tendo assim importante papel
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na homeostase de ferro também (Osaki e Johnson, 1969). Além disso, varios estimulos
pré-inflamatoérios, incluindo IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-a e lipopolissacarideo (LPS), induzem
a sua sintese (Stafford et al., 2013).

Estudos in vitro tém demonstrado que cobre pode regular a atividade
antimicrobiana de macrogafos. Um acimulo de cobre e ferro foi observado em macréfagos
ativados com IFN-y e TNF-a durante a infeccdo pela bactéria patogénica intracelular
Mycobacterium avium (Wagner et al., 2005). Em outro estudo recente, foi demonstrado
que em macrofagos RAW 264.7 pré-tratados com cobre e ativados com IFN-y houve uma
reducdo da sobrevivéncia bacteriana durante infeccdo por E. coli. A atividade bactericida
foi ainda maior na presenca peroxido de hidrogénio e cobre, sugerindo que este efeito pode
ser dependente da acdo de espécies reativas de oxigénio (White et al., 2009). Este Gltimo
estudo ainda demonstrou que o tratamento de macrofagos com IFN- y e LPS induziu a uma
maior captacdo de cobre, mediada pelo aumento da expressao de proteinas transportadoras
de cobre CTR1e ATP7A (White et al., 2009).

Durante a infeccdo de macréfagos por Salmonella, a presenca do quelante
extracelular de cobre BCS (bathocupreinedisulfonic acid) aumentou a sobrevivéncia
intracelular de S. typhimurium ap6s 24 horas de infeccdo, sugerindo que cobre contribui
para a defesa efetiva contra este patdgeno bacteriano (Achard et al., 2012). Este estudo
mostrou também que, durante a infeccdo, os genes transportadores de cobre Atp7a, Atp7b,
Ctrl, Ctr2 e o gene da proteina ligadora de cobre Cp foram regulados positivamente em
macrofagos ativados com lipopolissacarideo (LPS) (Achard et al., 2012). Com base nestes
estudos, foi possivel elucidar o papel de transportadores e de proteinas ligadoras de cobre

na resposta a bactérias (Figura 4).
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Entretanto, os mecanismos pelos quais mamiferos regulam a homeostase de cobre
durante infec¢des fungicas ainda € pouco relatado. O cobre é necessario para o crescimento
fangico, como também é altamente sequestrado por diversos fluidos biologicos e proteinas
de mamiferos e, portanto, entende-se que exista uma competicdo entre 0 patdgeno e o
hospedeiro para a aquisicdo deste metal. Pacientes com AIDS, por possuirem elevados
niveis de cobre no soro, encontram-se em desvantagem neste contexto (Waterman et al.,

2007).

Fagolissossomo

@ = Sintese de aminoacidos de cadeia
ramificada

. Dano
Fe™ ; oxidativo
Cu*+ H,0,— Cu~ + OH + OH™ —>

Macrofago Citoplasma bacteriano

Figura 4: Mecanismos de intoxicacio de Cu® no interior de macrofagos infectados por
patdgeno bacteriano. Apos a fagocitose da bactéria, IFN-y induz a expressdo do
importador de cobre CTR1. Cu® ¢ ligado por ATOX1 e direcionado para o transportador de
cobre fagossomal ATP7A. O acimulo de Cu® no interior de fagolissossomos contribui para
a morte bacteriana, através de diversos mecanismos, incluindo a ruptura de proteinas
bacterianas contendo grupamentos Fe-S e também pela producédo de espécies reativas de
oxigénio. Isto pode levar & inibig&o de processos metabolicos bacterianos e causar danos ao
DNA, proteinas e lipideos. Adaptado de (Hood e Skaar, 2012).

45



Em fungos, a homeostase de cobre foi primeiramente estudada em S. cerevisiae,
onde este metal pode ser transportado pelos transportadores de cobre de alta afinidade
Ctrlp e Ctr3p, que embora possuam diferencas em suas sequéncias, exercem a mesma
funcdo. Esses transportadores estdo localizados na membrana plasmatica e sdo induzidos
em condicOes de limitacdo de cobre. Também, Ctr2p representa um transportador de cobre
alternativo, que atua no transporte deste metal na membrana de vacutolos para o citosol e,
além disso, as metalotioneinas Cuplp e Cup2p podem participar na detoxificacdo de cobre
em S. cerevisiae (Silva, M. G. et al., 2011).

A homeostase de cobre é essencial para o fungo patogénico C. neoformans porque
este metal é um cofator para proteinas como a enzima dependente de cobre lacase e a
superéxido dismutase Cu/Zn que, neste fungo, atuam como importantes fatores de
viruléncia. Também, o cobre pode afetar a homeostase de ferro, pois é necessario para o
transportador de ferro de alta afinidade Fet3 (Waterman et al., 2007). Em recente estudo
foi caracterizado o papel do fator de transicdo dependente de cobre Cufl, através da
homologia com Cufl de S. cerevisiae, que contém um dominio de ligacdo a cobre rico em
cisteina na sua porcdo C-terminal (Waterman et al., 2007). A dele¢do de Cufl em C.
neoformans ocasionou defeitos no crescimento e em fatores de viruléncia do fungo. Ainda,
o transportador CTR4 de C. neoformans mostrou-se ser altamente ativado por Cufl em
condicBes de limitacdo deste metal e por isso foi utilizado como uma importante estratégia
para verificar a disponibilidade de cobre para o fungo, quando internalizado em
macrofagos (Waterman et al., 2007). Alem disso, foi recentemente foi caracterizado o
transportador de cobre CTR2 de C. neoformans que, quando deletado, ocasionou um
aumento na sensibilidade a privacdo de cobre, reduzida melanizagéo e producéo da capsula

e aumento da fagocitose por macréfagos (Chun e Madhani, 2010). Um quelante de cobre, a
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microplusina, demonstrou ter atividade fungistatica in vitro contra C. neoformans,
diminuindo a disponibilidade de cobre para a levedura e, assim, afetando dois importantes
fatores de viruléncia: a formacdo de capsula e melanizagdo. Embora possa apresentar
potencial terapéutico contra criptococose, estudos in vivo sdo essenciais para corroborar a
eficiéncia da microplusina, como também para determinar o efeito deste tratamento para o
hospedeiro (Silva, F. D. et al., 2011). Em C. albicans, ATPases tipo P, codificadas pelo
gene CRD1, e metalotioneinas, codificadas pelo gene CUP1, estdo relacionadas com a
resisténcia a cobre, quando ha um excesso deste metal, entretanto ainda existem poucos
relatos de mecanismos pelos quais C. albicans mantém a homeostase de cobre (Riggle e
Kumamoto, 2000). Entretanto, os mecanismos pelos quais hospedeiros mamiferos regulam

a homeostase de cobre durante infec¢des fungicas ainda é pouco descrito.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar a influéncia da disponibilidade do cobre na modulacdo da

atividade antifungica de macrofagos.

2.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade anti-fungica de macréfagos contra C. neoformans e C. albicans
frente a disponibilidade de cobre;

- Avaliar a concentracdo de cobre em células de macréfagos contendo células
internalizadas de C. neoformans e C. albicans;

- Avaliar quantitativamente a expressao de transportadores de cobre em células de

macrofagos contendo células internalizadas de C. neoformans e C. albicans.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos no periodo de mestrado encontram-se apresentados em
manuscrito intitulado “Modulation of copper homeostasis in macrophages infected by
fungal pathogens”, formatado conforme normas para publicagdo junto ao periddico
BIOMETALS. Para facilitar a andlise, as figuras e suas respectivas legendas estdo

apresentadas junto ao corpo do texto.
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ABSTRACT

Pathogenic yeasts, such as Cryptococcus neoformans and Candida albicans, are one of the
most frequent causes of the opportunistic infections worldwide, being able to survive,
proliferate and escape from macrophages, the first line cells engaged in the immune
defense of the mammalian host. Macrophages generally expose the intracellular pathogen
to a toxic environment, which is characterized by acid pH, presence of reactive species, as
well the presence of antimicrobial peptides. In this context, there is a competition between
intracellular pathogen and mammalian host for essential nutrients, such as transition
metals. Copper is an essential transition metal for aerobic life, but can be toxic at high
concentrations and, therefore, many organisms have evolved highly regulated mechanisms
for controlling their concentrations. In this work, we aim to evaluate a modulation of
copper homeostasis during interaction between macrophages and C. neoformans or C.
albicans cells. This work demonstrated that the presence of copper resulted in a lower
fungicidal activity of macrophages infected. Also, the pre-loading of fungal cells with
copper can alter the sensitivity of both pathogenic yeasts to an antifungal activity. In
addition, we showed that the expression of macrophage copper transporters (CTR1 and
ATPT7A) or copper-binding proteins, (ceruloplasmin and metallothionein 1) is modulated in
response infection by pathogenic fungi. However, this regulation may involve more
complex mechanisms, such as strategies of pathogen to subvert the antimicrobial action of

macrophages.

Keywords: fungal pathogens, macrophages, copper, copper transporters.
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INTRODUCTION

Fungal infections are among the major complications in immunocompromised or
hospitalized patients, with C. neoformans and C. albicans the most important and frequent
causes of these opportunistic infections worldwide (Cogliati, 2013; Flevari et al., 2013). C.
neoformans is the etiological agent of meningitis cryptococcosis, responsible disease for
approximately 1 million cases each year worldwide, with high mortality rates and is often
associated with HIV/AIDS (Park et al., 2009). The human infection is initiated by the
inhalation of infectious propagules that are widely dispersed in the environment to reach
the respiratory tract, may cause respiratory disease, or can cross the blood brain barrier and
spread to the brain, causing meningoencephalitis, the more severe form of the disease
(Antinori, 2013). C. albicans can colonize the skin, genital and intestinal mucosa, from 30
to 70% of healthy individuals and therefore, under normal conditions, does not cause
disease (Perlroth, Choi and Spellberg, 2007). However, under conditions favoring its
overgrowth, C. albicans can cause disease, ranging from superficial infections of the
mucous membranes, such as oropharyngeal or vulvovaginal candidiasis infections to life-
threatening disease present as disseminated or invasive candidiasis (Miramon, Kasper and
Hube, 2013). C. albicans is dimorphic yeast which has the ability of adhering to biological
or inert surfaces by the biofilm formation and this feature may be responsible for
contamination in catheters or medical and hospital instruments, can cause an increase
resistance to anti-fungal therapy, as well as represent a continuous source of the fungus
and, thus, can spread into the bloodstream (Sudbery, Gow and Berman, 2004; Taff et al.,
2012; Miramon, Kasper and Hube, 2013).

Despite some differences, C. neoformans and C. albicans are intracellular fungal

pathogens that are able to survive, proliferate and escape from macrophages, the first line
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cells engaged in the immune defense of the host during infection. After phagocytosis, a
vesicle which is contained the pathogen is formed, named phagosome, which undergoes a
process of maturation to produce an unfavorable and antimicrobial environment to the
internalized pathogen. The phagosomal maturation process leads to the acidification and
addition of various antimicrobial peptides, proteases and other degradative enzymes,
beyond the production of reactive oxygen and nitrogen species (Frohner et al., 2009;
Johnston and May, 2013; Mayer, Wilson and Hube, 2013). Also, among the strategies
used to hamper pathogen development, figure out the restriction of the availability of
transition metals, as iron, zinc, copper and manganese, which are essential for the survival
of all living organisms (Mayer, Wilson and Hube, 2013). Fungal pathogens have various
mechanisms related to the transport and metabolism of these metals, due to the importance
of these metals to various virulence factors and pathogenicity of fungi. However, host cells
evolved several strategies to modulate the availability of these metals during infection and
thus contain the proliferation and survival of intracellular pathogens, a mechanism known
as nutritional immunity. In mammalian host, molecules such as hemoglobin, ferritin and
transferrin, bind with high affinity and to make the availability of free iron is very low
(Schaible and Kaufmann, 2004; Sabiiti and May, 2012). Additionally, in murine
macrophages, a protein carrier of protons and divalent metals, known as NRAMP1 (natural
resistance-associated macrophage protein 1), which is located in late endosomes or
lysosomes and phagosomal membranes, plays the role of iron export, suggesting that
phagocytes can use the deprivation of iron as a bactericidal mechanism (Botella et al.,
2012).

Copper is a transition metal essential for aerobic life and it is widely known for

their antibacterial properties, being used, since the existence of the most ancient
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civilizations, to sterilize water and treat infections (Hodgkinson e Petris, 2012; Hood and
Skaar, 2012). This metal is important for many metabolic processes, but can be toxic at
high concentrations, because it has the ability to donate and accept electrons and,
consequently, the production of toxic free radicals, which are capable of reacting with
various macromolecules and thus, cause damage to lipids, proteins and nucleic acids
(Hodgkinson and Petris, 2012). Due to the ability to be toxic, many organisms have
evolved highly regulated mechanisms for controlling the transport and intracellular copper
concentrations (White et al., 2009). Several studies have shown that copper regulate
antimicrobial activity of macrophages. Macrophages pre-treated with copper led to a
reduction in survival of phagocytized Escherichia coli (White et al., 2009). During
infection of macrophages to Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium, the
presence of BCS (bathocupreinedisulfonic acid), an extracellular copper chelator,
increased survival of bacteria 24 hours after infection, suggesting that the copper
contributes to the effective defense against this bacterial pathogen (Achard et al., 2012).

However, the mechanisms by which mammalian hosts regulate copper homeostasis
during fungal infections are poorly described. In this context, this work aims to evaluate
the influence of the availability of copper in the modulation of antifungal activity of

macrophages against C. neoformans and C. albicans.

MATERIALS AND METHODS
Cell lines and culture media.

The C. neoformans H99 and C. albicans ATTCC 18804 strains were used in this
work. These strains were grown in YPD medium (20 g/L of glucose, 20 g/L peptone and

10 g/L yeast extract) and incubated in shaking (200 rpm) at 30 °C for at least 20 hours. The
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cell line J774.1 of murine macrophages were cultured in DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 1 mM
sodium pyruvate, 10 mM HEPES buffer, MEM non-essential amino acids 1X, penicillin 20
U/ml, streptomycin 20/ml and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing

7.5% of CO;.

Evaluation of the viability of macrophages in the presence of copper or copper

chelator.

The evaluation of living cells was performed by colorimetric measurement using
the reduction of methyl-thiazolyl tetrazolium (MTT), according to previously described
methodology (Morgan, 1998). Macrophages were cultured in 96-well plate containing
DMEM with increasing concentrations of 1, 10, 50, 100, 500 and 1000 uM of CuSQy, or
copper chelator (BCS) and incubated for 24 hours at 37 °C and 7.5 % CO,. In the control
condition, the macrophage cells were incubated only in the culture medium without the
addition of CuSO,4 or BCS. After incubation, the cells were washed with PBS and
incubated with MTT (100 pg/mL in water) for 3 hours at 37 °C and 7.5 % CO,. The MTT
was removed and DMSO was added to dissolve the formazan crystals for determination of
the absorbance in a plate spectrophotometer (Spectramax M5) at wavelengths of 560 nm

and 670 nm (background).

Evaluation of antifungal activity of macrophages during infection with C. neoformans
or C. albicans in the presence of copper and copper chelator.

To assess the effect of the presence of copper or BCS copper chelator on antifungal
activity of macrophages, phagocytosis assays were performed according to previously

described (Nicola and Casadevall, 2012) with some adaptations. J774.1 macrophages were
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grown in 96-well plate containing DMEM and induced with 0.5 pg/mL of
lipopolysaccharide (LPS) and 100 U/ml of interferon-gamma (IFN- y) for 16 h. C.
neoformans or C. albicans cells were grown in YPD medium for 16 h and washed with
PBS. C. neoformans was opsonized with 18-B7 antibody (10 pg/ml) which recognizes
GXM, the major component of the capsule polysaccharide, for 1 hour at 37 °C. After, yeast
cells were independently added in a 10:1 ratio among with IFN- y and LPS to the 96-well
plate containing macrophages in DMEM medium. The interaction was performed
containing concentrations of copper (CuSQO,) or/and copper chelator (BCS). After distinct
times of interaction, the wells were washed with PBS to remove non-phagocytosed yeast
cells and macrophages were lysed with ice cold water. The lysate was diluted and plated on

solid YPD to determine the number of colony forming units (CFU).

Evaluation of the phagocytosis index of C. neoformans or C. albicans by macrophages
in the presence of copper or copper chelator.

Macrophages cells were cultured in 96-well plate containing DMEM and induced
with 0.5 pg/ml LPS and 100 U/ml IFN- y). C. neoformans or C. albicans cells were grown
in YPD medium, washed with PBS and C. neoformans was opsonized with 18-B7 antibody
(10 pg/ml). After, the fungal cells were washed with PBS and stained with fluorescein
isothiocyanate (FITC) 500 pug/mL in PBS and inoculated at a ratio 10:1 with macrophages
cells. The interaction was performed in DMEM containing IFN-y and LPS, according to
previously described protocol (Nicola and Casadevall, 2012) with adaptations. After 2
hours of interaction, the wells were washed with PBS to remove non- phagocytosed C.
neoformans or C. albicans cells. Trypan blue was added to the wells, at a final

concentration of 400 mg/mL, to block the fluorescence emission from the fungal cells are
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not internalized, given that the viable cells of macrophages containing fungal cells
internalized are not permeable to this dye (White-Owen et al., 1992). Reading and
quantification of fluorescence of the wells with PBS or trypan blue were performed on the
equipment Spectramax M5 (A excitation of 494 nm and A emission of 518 nm). The
phagocytosis index was calculated from the ratio of the number of fungal cells
phagocytosed on total number of fungal cells, according to previously described (Saleppico

etal., 1999).

Evaluation of the influence of pre-loading of fungal cells with copper in sensitivity of
C. neoformans or C. albicans to antifungal activity of macrophages.

Macrophages cells were cultured in 96-well plate containing DMEM and induced
with 0.5 mg/ml LPS and 100 U/ml IFN-y. C. neoformans or C. albicans cells were pre-
incubated in YPD medium containing concentrations of CuSO,4 or CuSO,4and BCS. After,
the interaction of macrophages cells with fungal cells occurred as described above. For
evaluation of anti-fungal activity was determinate the number of colony forming units
(CFU) and the phagocytosis index was calculated from the quantification of fluorescence

of the cells with PBS or Trypan Blue, as previously described.

Quantitative evaluation of the expression of copper transporters and copper-binding
proteins in macrophage cells containing fungal cells internalized.

The phagocytosis assays were performed as above described. After 2, 6 or 24 hours of
interaction, RNA from macrophages was isolated with Trizol® reagent according to
manufacturer's recommendations. After the cDNA synthesis, the real-time PCR was

performed. The results were processed according to the 2"*“* method (Livak and
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Schmittgen, 2001). The expression of two copper transporters (CTR1 and ATP7A) and two
copper-binding proteins (ceruloplasmin and metallothionein 1) were evaluated in
macrophages cells, and their relative transcript levels were normalizated with GAPDH
transcript levels. The primers are described in Table 1.

Table 1. Primers used in gRT-PCR reactions

Primer Sequence (5’ - 3°) NCBI Gene ID
GAPDH-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

14433
GAPDH-R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
CTRI1-F TGATGATGATGCCTATGACC

20529
CTRI1-R ATGCTGACTTGAGACTTTCG
ATP7A-F AAGAGGGCACCTAGTTTCC

11977
ATP7A-R TTGTGTGGCTGTATATGTCC
Metallothionein 1-F AAGAGTGAGTTGGGACACCTT

17748
Metallothionein 1-R CGAGACAATACAATGGCCTCC
Ceruloplasmin-F CTTAGCCTTGGCAAGAGATAAGC

12870
Ceruloplasmin-R GGCCTAAAAACCCTAGCCAGG

Evaluation of the influence of active metabolism of C. neoformans in the expression of
copper transporters and copper-binding proteins in macrophages cells during
infection.

To evaluate whether the basal metabolism of C. neoformans altered the expression of
copper transporters and copper binding protein ceruloplasmin, the C. neoformans cells
were Killed at 55°C for 30 minutes before the interaction with macrophages cells. C.
neoformans cells were grown in YPD medium and, after 20 hours, were washed with PBS
and opsonized with 18-B7 antibody (10 g/ml) for 1 hour at 37 °C. After, the fungal cells

were killed at 55°C for 30 minutes and then, inoculated at a ratio 10:1 with macrophages
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cells. The heat-killed C. neoformans and macrophages cells was added to 0.5 mL for each
well of a 24-well plate and co-incubated for 2 and 24 hours and the interaction was
performed in DMEM containing IFN-y and LPS, at 37 °C with 7.5 % COy, as described
below. RNA from macrophages was isolated with Trizol®, as above described. The
quantitative assessment of relative transcript levels were conducted by gRT-PCR, as above

described.

Quantification of copper concentration in macrophages during infection with C.
neoformans cells.

The phagocytosis assays were performed according to previously described protocol
(Nicola and Casadevall, 2012) with adaptations. J774.1 macrophages were grown in 96-
well plate containing DMEM and induced with 0.5 mg/mL of lipopolysaccharide (LPS)
and 100 U/ml of interferon-gamma (IFN- y). C. neoformans cells were grown in YPD
medium. After 20 hours, C. neoformans cells were opsonized with 18-B7 antibody (10
pg/ml) for 1 hour at 37 °C and then killed at 55°C for 30 minutes. The heat-killed C.
neoformans cells was co-incubated with macrophages in a ratio 10:1 (for each macrophage
cell are inoculated 10 fungal cells) in DMEM medium with LPS and IFN- vy in 0.25 mL for
each well of a 24-well plate for 2 and 24 hours. The wells were washed with PBS solution
and lysed (62 mM Tris-HCI, 2% SDS and 1 mM EDTA). After, the extract was centrifuged
at approximately 18000 g and 4°C for 10 minutes and the supernatant was transferred to a
new tube. After preparation of the samples, they were, through providing service, sent to
Instituto de Quimica-UFRGS in Porto Alegre, RS — Brasil. The samples were
homogenized and diluted and then, the copper content was quantified in atomic absorption

(AA) spectrometer with graphite furnace.
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Statistical Analyses.

Values are expressed as mean * standard deviation of replicates. Statistical analysis
was performed with Graph Pad Prism 6 software. The Student's t-test or One-way ANOVA
(with Tukey post-test) was employed to test for significance between values. P-values <

0.05 were considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Previous reports emphasize the importance of copper in macrophage-pathogen
interactions (Botella et al., 2012; Hodgkinson and Petris, 2012; Stafford et al., 2013). To
verify whether the presence or depletion of copper could be affecting the macrophage
antifungal activity, we first performed macrophage viability assays to determine if copper
or the copper chelator BCS could be toxic to the mammalian cells. Through the metabolic
activity of viable cells in the presence of concentrations of copper or BCS copper chelator,
we could observed that only concentrations up 500 UM of CuSQO, or BCS resulted in a
potent cytotoxic effect, suggesting that high concentrations of copper or copper chelator
can lead to death of the macrophages (Fig.1). The control condition, with only
macrophages cells in the culture medium, was considered having 100% of viability and
conditions with added copper or BCS having viability relative to control. Although
concentrations until 50 uM of CuSO, have caused a slight decrease in the viability of

macrophages, the effect was not so pronounced as that observed for higher concentrations

(Fig. 1).
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Fig. 1: Proper copper concentrations are necessary for cell viability.

Relative viability of macrophage cells by MTT reduction assay. Macrophages concentration was adjusted to
1.10° cells/ml and 100 pl of the macrophage suspension was added to each well of a 96-well plate. After 20
hours, the macrophages were incubated with 1, 10, 50, 100, 500 and 1000 uM of CuSO, or BCS and
incubated for further 2 hours. Cells were washed with PBS solution and MTT reduction reagent was added.
After 3 hours of incubation, the formazan crystals were dissolved in 200 pL of DMSO and the Asg

determined. Results obtained from 3 biological replicates.

Some previous studies have demonstrated that copper influence the antimicrobial
activity of macrophages, causing a bactericidal effect in macrophage infected by
pathogenic bacteria E. coli or S. enterica (White et al., 2009; Achard et al., 2012). To
evaluate whether the presence of copper may influence the antifungal activity of
macrophage cells, an initial phagocytosis assay was performed with C. neoformans and
J774.1 murine macrophages cells in the presence of copper or the copper chelator BCS.
The presence of copper resulted in a lower fungicidal activity of macrophages, as a greater
number of colony forming units (CFU) could be recovered from macrophages treated with
100 uM of CuSQ,, This decrease in antifungal activity was reversed by the addition of

BCS extracellular copper chelator (Fig. 2). These results suggest that the limitation of the
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availability of copper in macrophages may contribute to hamper C. neoformans

development inside macrophages.

LA
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Fig. 2: The presence of copper influences the antifungal activity of macrophages. Macrophages
concentration was adjusted to 1.10° cells/mL and 100 pL of the macrophage suspension was added to each
well of a 96-well plate. After 20 hours, 100 L of a suspension of C. neoformans 2.10” cells/mL were added
to each well of plate. In addition, 100 pL of the suspension with 100 uM of CuSO, or with 100 uM of CuSO,
and 200 uM of BCS were added. After 24 hours of interaction, the plate was washed with PBS solution,

lysed with cold H,O milliQ and plated in YPD solid medium for CFU determination. Statistical analysis by
Student’s t-test. ** P<0.01, *** P<(0.001.

Given that we found that the presence of copper reduce the antifungal activity of
macrophages during interaction with C. neoformans cells, we investigated whether this
effect also could occur during infection with other pathogenic fungus, such as C. albicans,
and if even copper concentrations would produce the same effect. The antifungal activity
of macrophages during interaction with cells of C. neoformans or C. albicans was reduced
in concentrations of CuSO4as 1 uM (Fig. 3a). This reduction of antifungal activity was

most prominent during infection with C. albicans, an effect clearly reversible with the
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addition of 1.5 uM of the copper chelator BCS (Fig. 3b). However, during the interaction
with C. neoformans, 1.5 uM of BCS unexpectedly failed to reverse this effect, a fact which
may be related with addition of a low concentration of BCS in this condition (Fig. 3b). The
presence of 10 uM of CuSO,4 was more effective in reduction of the antifungal activity of
macrophages during infection with both pathogenic yeasts and the addition of 15 puM of
BCS clearly reversed this effect, suggesting that even low concentrations of copper may
influence antifungal activity of macrophages during infection with C. neoformans or C.

albicans (Fig. 3a and 3b).

(@ (b)
C. neoformans C. albicans
e Ane
3x10 % a 2.0x10%+ R -
" . " ‘|— v
5 = :
i E  1.5x10%
[ 2x10°4 [
2 T o
s _[_ i 5 2 1.0.10% T -+
T 110 E
S S 5.0x10
[N “w
(8 o
0 T T T 0 T T T
S & e PRI R
o ™ Y " ~ & A Kl Kol
¥ £ P o &2 C £ & o &
(’° .o o\) -0 o\) “0 059 .0
§ 4 @ ®
O;“ )\Q ;\\\ o°
o O O o
o 0‘{9 (P‘o (}’r’

Fig. 3: The presence of a minimum amount of copper can influence the antifungal activity of
macrophages. Macrophages concentration was adjusted to 1.10° cells/mL and 100 pL of the macrophage
suspension was added to each well of a 96-well plate. After 20 hours, 100 pL of a suspension of (a) C.
neoformans or (b) C. albicans with 2.10 cells/mL was added to each well of plate. In addition, 100 pL of
1uM CuSQy, 1uM CuSO,plus 1,5 uM of BCS, 10 uM of CuSO, or 10 uM of CuSO, plus 15 uM of BCS
were added. After 2 hours of interaction, the plate was washed with PBS solution, lysed with cold H,O
milliQ and plated in YPD solid medium for CFU determination. Statistical analysis by Student’s t-test. *
P<0.05, *** P<0.001.
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To verify if the increase in the number of fungal cells recovered by CFU from
macrophages in the presence of copper during infection with C. neoformans and C.
albicans was due to decreased antifungal activity of macrophages or whether was
influenced by the number of phagocytosed cells, we determined the phagocytosis index in
the presence of the same concentrations of CuSO,4 and BCS for 2 hours. The fluorescence
of the internalized fungal cells, labeled with FITC, was quantified by the aid of the FITC
quencher Trypan Blue, which blocked the fluorescence of fungal cells not internalized. The
phagocytosis index was then determined by the ratio between the fluorescence of fungal
cells internalized and the fluorescence of total yeasts cells. Only concentrations of 10 uM
of CuSQOg4or 10 uM of CuSOy plus 15 uM of BCS caused an unexpected decrease in the
phagocytosis index during the interaction with C. neoformans compared with control and
other conditions (Fig. 4a). However, we could not observe any significant difference
between the addition of only CuSO, and CuSQ, plus BCS during interaction with both
pathogenic yeasts, using 1 UM of CuSO,or 1 uM of CuSQ, plus 1.5 uM of BCS,
suggesting that the presence or limitation of copper does not cause a different influence on
the phagocytosis index of fungal cells by macrophages during infection with C.
neoformans and C. albicans and thus does not mask antifungal activity effect shown above

(Fig. 4a and b).
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Fig. 4: Copper availability do not influence the phagocytosis index. C. neoformans or C. albicans cells

were cultured in YPD medium and stained with 0.5 mg/mL fluorescein isothiocyanate (FITC). Macrophages

(1.10° cells) and (a) C. neoformans or (b) C. albicans (1.10° cells) per well were co-incubated for 2 h. To

determine only intracellular yeast cells, fluorimetric analysis were conducted with Trypan Blue (0.1 mg/ml)

at Aem=494 nm and Aex=518 nm. Nine distinct fields were evaluated in each well. Bars represent the mean

three biological replicates. Statistical analysis by Student’s t-test. * P<0.05.

Although the excess of copper has caused a bactericidal effect in previous studies
(White et al., 2009; Achard et al., 2012), the limitation of metals, in particular zinc, was
shown to be used as a defense strategy by macrophages against the pathogenic fungus
Histoplasma capsulatum (Winters et al., 2010). It is also known that the excess of copper
may be toxic due to its redox properties to donate and receive electrons, producing free
radicals which are capable of reacting with various macromolecules and cause damage
lipids, proteins and nucleic acids (Hodgkinson and Petris, 2012). In addition, copper is
very important for the pathogenicity of C. neoformans, as a cofactor for important

virulence factors, such as copper-dependent enzyme laccase and superoxide dismutase

of
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Cu/Zn. Copper also affect the iron homeostasis, being necessary for Fet3 the iron
transporter of high affinity (Waterman et al., 2007). Therefore, it is coherent to suppose
that, during infection by C. neoformans, an environment of competition between the
pathogen and the host for the availability of copper is created and that the restriction of
copper can harm the survival of the fungus within macrophages. Consistent with our
results, the regulatory system of copper in C. neoformans regulated by copper-dependent
transcription factor 1 (Cufl), activates the expression of the copper transporter CTR4 of C.
neoformans in response to a condition of deprivation of this metal within macrophages
infected by the fungus (Waterman et al., 2007). These data support the hypothesis that,
during infection with C. neoformans, in fact there is a limitation of copper within
phagocytic cells to contain the survival of the fungus and thus, that supplementation with
copper leads to a decrease of the antifungal activity of macrophages.

In addition to the importance of copper to the pathogenicity of C. neoformans, C.
albicans also has a system of copper uptake, which is mainly mediated by CaCTR1,
controlled by the transcription factor CaMac1p, which is required for copper uptake in C.
albicans in response to low concentrations of copper in the medium (Marvin, Mason and
Cashmore, 2004). The deletion of these genes led to slower growth of the yeast and a
smaller production of hyphae, suggesting that the uptake of copper is important for the
pathogenicity of C. albicans (Marvin, Mason and Cashmore, 2004). Therefore, it is
possible to consider the limitation of copper may serve as a strategy to contain the spread
of both C. neoformans and C. albicans.

The affinity of the BCS to copper may represent, at some point, a limitation in this
context, since the ability to reverse the effect of adding copper in the medium can be

influenced by the ability of chelating other metals and also by the importance of
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homeostasis of these other metals, such as iron, for antifungal activity during macrophage
infection. However, BCS is an extracellular copper chelator that has been described as a
high-affinity copper chelator in a wide range of pH in the environment, compared to the
other copper chelators (Riha et al., 2013). Thus, has been widely used in in vitro studies to
evaluate copper homeostasis.

To rule out that the differences in copper concentrations could be causing a
deregulation in the production of nitric oxide, a potent mediator of innate immunity, the
production of nitric oxide (NO) by macrophages infected with C. neoformans or C.
albicans and co-incubated with the same concentrations of copper and BCS was
quantified. No significant differences could be observed among the conditions evaluated
(result not shown).

A recent study demonstrated that C. neoformans is able to maintain a basal level of
copper within their cells during conditions of limitation of this metal, also known as the
minimal copper quota, due to the importance of copper to metalloenzymes involved in its
virulence and intracellular survival during infection, and accumulate much larger amounts
of copper when it is added to the medium (Raja et al., 2013). So, we evaluated whether
pre-loading of fungal cells with copper, before interaction with phagocytic cells, could
influence the sensitivity of C. neoformans or C. albicans to antifungal activity of
macrophages. We observed that the C. neoformans fungal cells pre-treated with 1 mM of
CuSO, showed decreased resistance to antifungal activity of macrophages (Fig. 5a). In
contrast, C. albicans pre-treated with 1 mM of CuSO,4 were more resistance to the
antifungal activity of macrophages (Fig. 5b). To further evaluate if the pre-loading of
cryptococcal cells with copper could affect its sensibility to macrophages, we performed

the same analysis with lower copper concentration to load fungal cells, as we hypothesized
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that this amount of copper could have impaired the metabolic adaptation of pre-loaded
cryptococcal cells to the toxic milleu of macrophages. Pretreatment of C. neoformans with
10 uM CuSO4 showed a slight tendency for increased resistance to antifungal activity of
macrophages, but the preload with higher concentrations of copper or copper plus BCS

caused a greater resistance the antifungal activity of macrophages (Fig. 5c).
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Fig. 5: Pre-loading of fungal cells with copper can affect the sensibility of C. neoformans and C.
albicans to antifungal activity of macrophages. Macrophages concentration was adjusted to 1.10° cells/mL
and 100 uL of the macrophage suspension was added to each well of a 96-well plate. (a) C. neoformans and
(b) C. albicans cells were cultured in YPD medium with 1 mM CuSO, or 1 mM CuSQO, and 1 mM BCS. (c)
C. neoformans cells were cultured in YPD medium with 10 uM CuSQ,, 10 uM CuSO, plus 15 uM, 100 uM
CuS0O, and 100 uM CuSO, plus 150 uM BCS. After 20 hours, 100 pL of a suspension of C. neoformans or
C. albicans 1.10 cells/mL were added to each well of plate. After 2 hours of interaction, the plate was
washed with PBS solution, lysed with cold H,O milliQ and plated in YPD solid medium for CFU
determination. Statistical analysis by Student’s t-test. * P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001.

It is well known that C. neoformans acquire a minimal copper quota under
conditions of limitation of this metal (Raja et al., 2013), situation created by the addition of
the copper chelator BCS, which may explain an increased number of fungal cells recovered
by CFU (Fig. 5¢). Furthermore, C. albicans has the ability to resist to high extracellular
concentrations of copper, being able to grow at concentrations up to 20 mM of CuSQO,.
This system, which confers resistance to C. albicans at high copper concentrations, is
mediated by copper-transporting P-type ATPase CaCRP1 and the metallothionein
CaCUP1, whose expression is induced by high concentrations of extracellular copper,
acting in the detoxification of copper in C. albicans (Weissman et al., 2000). Therefore,
this resistance to high concentrations of copper of C. albicans cells could explain the
decreased antifungal activity of macrophages with cells of C. albicans preloaded with 1
mM of CuSO, before the interaction, as seen in Fig. 5b. C. neoformans also has
metallothioneins that are involved in detoxification of copper, responsive to extracellular
levels of copper, as CMT1 and CMT?2. These proteins are critical for resistance to copper
of C. neoformans in vitro and in a murine model of infection, but were tested in response
to adding concentrations up to 1 mM of copper (Ding et al., 2013).

To rule out the possibility that such differences observed in the viability of copper

pre-loaded fungal cells to the macrophagosomal antifungic activity were due to differential
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phagocytosis, we evaluated the quantification of phagocytosis index of these fungal cells

pre-loaded with copper, through of the fluorescence of the internalized fungal cells labeled

with FITC and quantified by the aid of the FITC quencher trypan blue, which blocked the

fluorescence of fungal cells not internalized. The phagocytosis index was then determined

by the ratio between the fluorescence of fungal cells internalized and the fluorescence of

total yeasts cells. Pre-loading of C. neoformans cells with copper did not affect the

phagocytosis index by macrophage cells. However, an increase of phagocytosed

cryptococcal cells could be observed when both copper and BCS were added to the culture

medium of the yeast cells before the interaction (Fig. 6a). During interaction with C.

albicans, in contrast, the effect of pre-treatment of fungal cells with copper and BCS

resulted in a lower phagocytosis index, compared with the control (Fig. 6b). These results

suggest that the sensitivity of cells of C. neoformans and C. albicans to phagocytosis index

by macrophages is altered by pre-loading with copper or copper chelator BCS.
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Fig. 6: Pre-loading of fungal cells with copper can affect the sensibility of C. neoformans and C.
albicans to phagocytosis index of macrophages. (a) C. neoformans or (b) C. albicans cells were cultured in
YPD medium with 1 mM CuSQO, or 1 mM CuSQO, and 1 mM BCS. Fungal cells were stained with 0.5 mg/mL
fluorescein isothiocyanate (FITC). Macrophages (1.10° cells) and (a) C. neoformans or (b) C. albicans (1.10°
cells) per well were co-incubated for 2h. To determine only intracellular yeast cells, fluorimetric analysis
were conducted with Trypan Blue (0.1mg/ml) Aem=494 nm and Aex=518 nm. Nine distinct fields were

evaluated in each well. Statistical analysis by Student’s t-test. * P<0.05, *** P<(.001.

Inside of phagocytic cells, during infection with intracellular pathogens, there is a
competition between pathogen and host for essential nutrients, such as transition metals,
because they are involved in the defense and survival of both. In mammalian hosts, the
transport of copper is mainly regulated by copper transport proteins with high affinity as
CTR1 (SLC31A1), that transports copper from the extracellular space through the plasma
membrane to cytoplasm, and CTR2 (SLC31Az2), which is mainly expressed in the
membrane of intracellular vesicles and late endosomes and lysosomes (Zhou and Gitschier,
1997; Stafford et al., 2013). Another protein involved in the metabolism of copper is
ATPT7A, which is a P-type ATPase, commonly located in the Golgi complex, responsible
for exporting copper, when cells are exposed to higher concentrations of this metal, and
also can transport this metal into vesicles or intracellular compartments (Lutsenko,
Leshane and Shinde, 2007; Stafford et al., 2013). Additionally, ceruloplasmin (CP) is a
multi-copper oxidase protein which is able to bind to six atoms of copper and is widely
found in vertebrates predominantly localized in the plasma (Yang et al., 1986). Due to its
high affinity with copper, this protein has great importance for homeostasis of this metal
and moreover also act as iron oxidase, also taking importance for iron homeostasis (Osaki
and Johnson, 1969). Furthermore, metallothioneins (MT) are metals-binding proteins rich
in cysteine, which have been identified in a wide range of prokaryotic and eukaryotic

organisms in different tissues and cell types (Hamer, 1986; Ding et al., 2013). The binding
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of the metal and MT occurs through thiol groups and its function is related to the
metabolism and detoxification of metal, induced in the presence of these metals (Hamer,
1986).

To investigate whether the deprivation of copper alters the sensitivity of C.
neoformans and C. albicans to the antifungal activity of macrophages, we evaluated the
influence of infection with C. neoformans or C. albicans in the expression of copper
transporters CTR1 (SLC31A1) and ATP7A, and copper-binding proteins ceruloplasmin
(CP) and metallothinein 1 (MT 1). We performed quantitative analysis of transcript levels
of these genes, after 2 and 24 hours of interaction with C. neoformans and after 2 and 6
hours of interaction with C. albicans. The transcript levels of CTR1, ATP7A, CP and MT
1 were normalizated with the transcripts levels of GAPDH constitutive gene (Fig. 7 and 8).

It was observed that during the interaction with both pathogenic fungi,
macrophages showed a similar profile of relative transcript levels of genes encoding the
copper transporters proteins CTR1 (Fig. 7a) and ATP7A (Fig. 7b) showed a decreased
expression of these genes in macrophages, after 24 hours of infection with C. neoformans,
although for C. albicans, they not shown significant difference between the times tested.
The expression of gene encoding the multi-copper oxidase ceruloplasmin (Fig. 8a) and the
metallothionein 1 (Fig. 8b) showed decreased expression during infection with C.
neoformans after 24 hours of infection, having statistically significant difference between
the control and infected conditions after 24 hours of infections with both fungal
pathogenic. These results may suggest that during infection by pathogenic fungi, the
limitation of the availability of copper occurs and this effect may be mediated by copper
transporters as CTR1 and ATP7A (Fig. 7) or copper-binding proteins as CP and MT 1 of

macrophages (Fig. 8).

72



—~
D
R=

g 104 g 124074
; & I Control 2 MR Controt
E‘ e e | C. necformans ¥ C. aftvcans
-
¥ 105 b
g g I
R U ot
g 2
§ - 5
: : j "I
b v
B 107 v v g 110 ’ '
Q " > ! ®
Time (Hours) Time (Hours)

H H
2 Bl Control = e Bl Conwol
E C. neofrmans E C. sldicans
i 3 L
% E gt "y
2 E
3 3

3
< RS
E E w0# T
< < LY [

Time (Hours)

Fig. 7: The expression of copper transporters CTR1 (SLC31A1) and ATP7A is modulated in
macrophages cells during interaction with pathogenic yeasts. Macrophages (2.10° cells) and C.
neoformans or C. albicans (2.10° cells) was added to 0,25 mL for each well of a 24-well plate and co-
incubated for 2, 6 and 24 hours. The plates were washed with PBS solution, lysed with Trizol Reagent
(Invitrogen) for a RNA extraction. The cDNA synthesis was performed with 800 ng of RNA with Improm-II
reverse transcriptase enzyme. The relative transcript levels of copper transporters (a) CTR1 and (b) ATP7A
were measured by RT-qPCR, normalizated with GAPDH transcript levels. Statistical analysis by Student’s -
test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Fig. 8: The expression of copper-binding proteins ceruloplasmin and metallothionein 1 is modulated in
macrophages cells during interaction with pathogenic yeasts. Macrophages (2.10° cells) and C.
neoformans or C. albicans (2.10° cells) was added to 0,25 mL for each well of a 24-well plate and co-
incubated for 2, 6 and 24 hours. The plates were washed with PBS solution, lysed with Trizol Reagent
(Invitrogen) for a RNA extraction. The cDNA synthesis was performed with 800 ng of RNA with Improm-II
reverse transcriptase enzyme. The relative transcript levels of copper-binding proteins (a) ceruloplasmin and
(b) metalothionein 1 were measured by RT-gPCR, normalizated with GAPDH transcript levels. Statistical
analysis by Student’s t-test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

It is known that macrophages infected with Mycobacterium species accumulate
copper in phagosomal compartment and that the activation of these macrophages with LPS
induces the expression of ATP7A and CTR1 (Wagner et al., 2005; White et al., 2009). It
has also been shown the microbicidal role of ATP7A in macrophages infected with E. coli
(White et al., 2009).

To survive and replicate in the host, C. neoformans have several strategies to subvert
these antimicrobial mechanisms and modulate immune response (Sabiiti and May, 2012).
This ability to influence the intracellular environment of phagocytic host cells during
infection is probably dependent on the export of some fungal virulence factors (Kronstad et
al., 2011). The release of these virulence factors of the fungal cells into the cell host
environment occurs through membrane-bound vesicles that cross the cell wall, called
"delivery bags of virulence factors". Several studies have shown that the content stored in

these vesicles, as GXM, GalXM, pigments, proteins and lipids, are biologically active and
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can stimulate the immune response of macrophages (Nosanchuk et al., 2008; Rodrigues et
al., 2008; Casadevall et al., 2009; De Jesus et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Huang et al.,
2012). Also, a recent study demonstrated that these virulence factors can induce a dose-
dependent production of nitric oxide (NO), tumor necrosis factor TNF-a, interleukin-10
(IL-10) and transforming growth factor (TGF-B) (Oliveira et al., 2010). Moreover, it was
recently demonstrated that C. neoformans-derived microvesicles enhancing the crossing of
pathogen through the BMEC cells and accumulate at the sites of lesions in the brain in an
in vitro study with a blood-brain barrier model, contributing for transcytosis and brain

invasion (Huang et al., 2012).

Then, it was hypothesized that the immune response of macrophages during
infection with C. neoformans could be modulated by the action of mechanisms associated
with basal metabolism of C. neoformans. To evaluate this hypothesis, a quantitative
analysis of transcript levels referring to the same genes previously tested was performed
during the interaction of macrophages with live cells of C. neoformans cells or with heat-
killed C. neoformans cells (Fig. 9).

It was observed that during interaction with living cells of C. neoformans relative
levels of transcripts of genes which encoding copper transport proteins CTR1 and ATP7A
was a tendency to lower compared to control conditions and interaction with heat-killed
cells of C. neoformans, after 24 hours of infection (Fig. 9a and b). However, comparing the
interaction between living and dead cells of C. neoformans there was a significant changes
in the expression of these genes (Fig. 9a and 9b). A tendency to decrease compared to
control and interaction with heat-killed C. neoformans cells, was observed in the
expression of the gene encoding the multi-copper oxidase ceruloplasmin, however there

was no significant difference (Fig. 9¢). These results may suggest that the mechanisms
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associated with basal metabolism of C. neoformans can alter the expression of CTR1 and

ATPT7A copper transporters and ceruloplasmin copper-binding protein with high affinity.
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Fig. 9: The pathogenicity of C. neoformans can alter the expression of copper transporters CTR1
(SLC31A1), ATP7A and a multi-copper oxidase Ceruloplasmin in macrophages cells during infection.
C. neoformans cells were killed at 55°C for 30 minutes. Macrophages (4.10° cells) and C. neoformans
(4.10° cells) was added to 0,5 mL for each well of a 24-well plate and co-incubated for 2 and 24 hours. The
plates were washed with PBS solution, lysed with Trizol Reagent (Invitrogen) for a RNA extraction. The
cDNA synthesis was performed with Improm-11 reverse transcriptase enzyme. The relative transcript levels
of copper transporters (a) CRT1, (b) ATP7A and (c) Ceruloplasmin were measured by RT-qPCR,

normalizated with GAPDH transcript levels. Statistical analysis by Student’s t-test. *P<0.05.
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Furthermore, extracellular vesicles are also produced by other pathogens, such as C.
albicans, Candida parapsilosis, Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum, and also
by Saccharomycies cerevisiae yeast model, suggesting that secretion of extracellular
vesicles may be characteristic of yeast cells (Oliveira et al., 2010). Together, these results
may suggest that C. neoformans may modulate the antifungal activity of host cells and
alter the gene expression of the genes encoding copper-binding proteins involved in
homeostasis of this metal during infection.

Then, considering that during infection with C. neoformans, macrophages cells can
limit the availability of copper as an antifungal strategy in order to contain the spread of
the pathogen and that, in turn, this pathogen can modulate the antifungal activity of
macrophages, it was verified the concentration of copper within these phagocytic cells
during infection. For this purpose, after interacting with living or heat-killed C.
neoformans cells, was analyzed intracellular content of copper in macrophage cells by
atomic absorption spectrometry. The copper concentration in macrophages cells was
reduced after 2 hours of infection with living cells of C. neoformans, confirming the
hypothesis that there is a restriction of the availability of metal in this condition (Fig. 10).
During infection with heat-killed C. neoformans cells, the copper concentration was even

lower in macrophages after 2 hours of interaction (Fig. 10).
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Fig. 10: Macrophage cells infected with C. neoformans have a copper concentration altered. C.
neoformans cells were killed at 55°C for 30 minutes. Macrophages (5.10° cells) and C. neoformans

(5.10° cells) was added to 0,5 mL for each well of a 24-well plate and co-incubated for 2 and 24 hours. The
plates were washed with PBS solution and lysed with lysis buffer (62 mM Tris-HCI, 2% SDS and 1 mM
EDTA). After lysis, the extract was centrifuged at 14000 rpm and 4°C for 10 minutes and the supernatant
was transferred to a new tube. The samples were homogenized and diluted and then, the copper content was
quantified in atomic absorption (AA) spectrometer with graphite furnace. Statistical analysis by Student’s t-
test. ** P<0.01, *** P<0.001.

These results suggest that, during infection with C. neoformans, macrophages cells
may restrict the availability of copper as an antifungal mechanism. It must be considered
that there is a difference between stimuli given between interactions with living cells and
heat-killed cells of C. neoformans, where the living cells remain multiplying within
macrophages and modulating the immune response of these cells already dead cells only
serve as initial stimulus, but are not able to keep that modulation of antifungal activity of
macrophages.

Also it has been described that several enzymes are involved in the formation of

capsular polysaccharide of C. neoformans and deprived of copper by chelating agents can

harm these process, because the copper serves as a cofactor for these enzymes and this may
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influence the virulence of this fungus during infection (Silva et al.2011). A study
demonstrated that the divalent metals can promote the aggregation of GXM fibers on the
surface of C. neoformans and contributes to the capsule assembly (Nimrichter et al., 2007).
These data can support the influence of the availability of copper with C. neoformans
virulence during infection, but further studies are needed to elucidate exactly how the

presence of copper is important during this process.

CONCLUSIONS

The mechanisms by which mammalian hosts regulate copper homeostasis during
fungal infections are not well described, although it is know that this metal has great
importance for many metabolic processes to the host as well as to the factors related to the
virulence of pathogenic fungi, such as C. neoformans and C. albicans. In this work we
found that the limitation of copper may be an antifungal strategy of macrophages infected
by these yeasts. It was also observed that transporters and copper-binding proteins in
macrophages may be involved in copper homeostasis during infection. Although this study
may have contributed to better elucidate the copper homeostasis during fungal infections,
this regulation may involve more complex mechanisms, such as strategies of pathogens to
subvert the antimicrobial action of macrophages. Therefore, further studies should be

conducted to a better investigation of these processes.
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4. DISCUSSAO GERAL

Considerando a importancia do metal cobre, tanto para diversos processos celulares
em hospedeiros vertebrados, quanto para a patogénese de bactérias e fungos, este trabalho
avaliou os mecanismos pelos quais macrofagos modulam a homeostase de cobre durante a
infeccdo com C. neoformans ou C. albicans. Primeiramente, através de um teste de
viabilidade, foram determinadas as concentracdes de cobre e do quelante de cobre BCS
ideais para a realizacdo dos experimentos, com as quais as células de macrdfagos
permaneceriam viaveis. Somente concentracbes acima de 500 uM de CuSO, ou BCS
causaram um efeito citotdxico potente. Apds esta analise inicial da influéncia de cobre nas
células de macrofagos, foi verificado o efeito deste metal em macrofagos durante a
infeccdo com C. neoformans. Alguns estudos anteriores demonstraram que a presenca de
cobre influencia a atividade antimicrobiana de macrofagos, causando um efeito bactericida
em macrofagos infectados pelas bactérias patogénicas E. coli e S. enterica (White et al.,
2009; Achard et al., 2012). Entdo, foi avaliado se a presenca de cobre poderia influenciar a
atividade anti-fangica das células de macrofagos. Através do ensaio de fagocitose entre
células de macrofagos e células de C. neoformans na presenca de 100 uM of CuSOy por 24
horas, foi possivel verificar uma reducdo da atividade anti-fungica de macrofagos,
sugerindo que a limitacdo da disponibilidade de cobre em macrofagos pode contribuir para
conter a infeccdo por C. neoformans.

Embora o excesso de cobre tenha causado um efeito bactericida em estudos
prévios, durante a infecgdo com o fungo patogénico Histoplasma capsulatum, a limitagéo
de zinco em macréfagos foi utilizada como uma estratégia de defesa pelo hospedeiro
(Winters et al., 2010). Também, sabe-se que 0 excesso de cobre pode ser toxico devido a

sua modulacdo redox, produzindo radicais livres que causam danos a lipideos, proteinas e
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acidos nucléicos (Hodgkinson e Petris, 2012). Além disso, o cobre também possui grande
importancia para a patogenicidade de C. neoformans, pois € um importante cofator para
fatores de viruléncia, como a enzima lacase dependente de cobre e a superoxido dismutase
Cu/Zn. O cobre ainda pode afetar a homeostase de ferro, pois € necessario para a acdo do
transportador de ferro de alta afinidade Fet3 (Waterman et al., 2007). Além disso foi
demonstrado que o sistema regulatorio de cobre em C. neoformans, regulado pelo fator de
transcricdo dependente de cobre Cufl, ativa a expressdo do transportador de cobre CTR4
de C. neoformans em resposta a privacdo deste metal no interior de macréfagos durante a
infeccdo (Waterman et al., 2007). Estes dados da literatura corroboram nossa hipotese de
que, durante a infeccdo com C. neoformans, de fato, ha uma situacédo de limitacdo de cobre
no interior de células fagociticas, que serve como uma estratégia para conter a
sobrevivéncia do patdgeno e, portanto, a adicdo de cobre pode contribuir para uma
diminuicdo da atividade anti-fingica de macréfagos. Logo, é possivel afirmar que, durante
a infeccdo por C. neoformans, ha uma competicdo entre o patégeno e o hospedeiro pela
disponibilidade de cobre e que a restricdo deste metal pode dificultar a sobrevivéncia do
fungo no interior de macréfagos. Também foi observado que apenas 1 uM de CuSOQO, ja
mostrou-se suficiente para reduzir a atividade anti-fingica de macrofagos durante duas
horas de interagdo com C. neoformans, como também com C. albicans. A adi¢do de 10 pM
de CuSO4 mostrou-se ainda mais eficaz na reducdo da atividade anti-fangica, sendo que a
adicéo de 15 uM de BCS foi capaz de reverter este efeito.

Além da importancia do metal cobre para a patogenicidade de C. neoformans, em
C. albicans também ha um sistema responsavel pela regulacdo da homeostase de cobre,
mediado por CaCTR1, cuja a expressao é regulada pelo fator de transcricdo CaMaclp em

resposta a baixas concentracdes de cobre no meio (Marvin, Mason e Cashmore, 2004). A
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delecdo deste genes causou defeito no crescimento da levedura como também menor
producdo de hifa, sugerindo que a captacdo de cobre também tem grande importancia para
a patogenicidade de C. albicans (Marvin, Mason e Cashmore, 2004). Desta forma, €
plausivel considerar que a limitacdo de cobre pode servir como uma estratégia do
hospedeiro para conter a sobrevivéncia de C. neoformans e C. albicans.

Além disso, foi demonstrado que o aumento do numero de células recuperadas por
UFC em macrofagos infectados com C. neoformans ou C. albicans na presenca de
concentracdes de cobre ou BCS ndo teve influéncia da capacidade fagocitica dos
macrofagos, uma vez que foi quantificada a taxa de fagocitose nas mesmas condicGes e
ndo foram observadas diferencas significativas entre o tratamento somente com cobre e 0
tratamento com adicdo de cobre e BCS. Logo, a diminuicdo da atividade anti-fangica
verificada anteriormente, foi devida somente a capacidade de sobrevivéncia do patogeno
no interior das células fangicas e ndo a uma maior capacidade fagocitica dos macréfagos.

C. neoformans também é capaz de manter um nivel basal de cobre no interior de
suas células durante condicdes de limitacdo deste metal, devido a importancia deste metal
para metaloenzimas envolvidas na sua viruléncia e sobrevivéncia intracelular durante a
infeccdo, como também pode acumular grandes quantidade de cobre quando este é
adicionado ao meio (Raja et al., 2013). Entdo, foi avaliado se o pré-tratamento das células
fangicas com cobre, antes da interacdo com células fagociticas, poderia influenciar a
sensibillidade de C. neoformans ou C. albicans a atividade anti-fingica de macrofagos. As
células fungicas pré-tratadas com 1 mM CuSO, mostraram um aumento da resisténca a
atividade anti-fungica de macrofagos durante a interacdo com C. albicans, entretanto, foi
observado um efeito oposto durante a interagdo com C. neoformans. Novas anélises foram

realizadas com concentragdes menores de cobre e BCS, a fim de que néo prejudicassem a
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viabilidade das células fangicas. Neste caso, foi verificado que o pré-carregamento das
células de C. neoformans com 10 uM CuSO, levou a um aumento discreto na atividade
anti-fungica dos macrofagos, no entanto, o pré-tratamento com 10 uM CuSQ,4 e 15 pM
BCS causou uma maior resisténcia a atividade anti-fangica de macréfagos. Este efeito
pode ser, em parte, explicado devido a capacidade de C. neformans de adquirir uma
concentracdo de cobre minima, a fim de suprir suas necessidades metabolicas em condigéo
de privacdo deste metal (Raja et al., 2013), situacdo que foi criada a partir da adi¢do do
quelante de cobre BCS. Ja C. albicans possui um sistema que confere resisténcia a altas
concentracdes de cobre, mediado pela proteina ATPase tipo P CaCRP1l e pela
metalotioneina CaCUP1, que atuam na detoxificacdo do fungo quando exposto a grande
quantidade de cobre, podendo este crescer em meio contendo até 20 mM CuSO,
(Weissman et al., 2000). Esta maior resisténcia de C. albicans a cobre pode justificar o
perfil oposto ao de C. neoformans no pré-carregamento das células fangicas com 1 mM de
CuSO, antes da interacdo com os macrofagos. Um estudo recente também identificou
metalotioneinas em C. neoformans, CMT1 e CMT2, que sdo importantes para a
detoxificacdo de cobre na célula fungica durante a infeccdo, entretanto foram testadas
durante a exposicdo de até 1 mM CuSO, ndo sendo possivel afirmar sua agdo em
concentracdes maiores de cobre (Ding et al., 2013).

Além disso, foi possivel demonstrar que o pré-carregamento com 1 mM de CuSO,
ou 1 mM de CuSO4 e 1 mM de BCS, antes da interacdo com as células fagociticas, afetou
também a taxa de fagocitose de C. neoformans ou C. albicans pelos macrofagos. A adicéo
de cobre com BCS no pré-cultivo das células fungicas gerou um aumento da taxa de
fagocitose pelos macréfagos, durante a interacdo com C. neoformans. Ja o pré-tratamento

das células de C. albicans com cobre e BCS levou a uma menor taxa de fagocitose pelos
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macrofagos, comparada ao controle. Logo, foi possivel observar que a sensibilidade das
células fungicas a taxa de fagocitose pelos macrofagos é alterada com o pre-carregamento
com cobre ou cobre e BCS.

Considerando que foi observado que a presenca de cobre pode influenciar a
atividade anti-fungica de macréfagos durante a interacdo com C. neoformans ou C.
albicans, foi levantada a hipotese de que transportadores ou proteinas ligadoras de cobre de
macrofagos poderiam modular a homeostase deste metal durante a infeccdo. Em células
de hospedeiros mamiferos, o transporte de cobre é mediado principalmente por
transportadores de alta afinidade, como CTR1 (SLC31A1), que atua no transporte de cobre
na membrana plasmatica para dentro da célula ou para compartimentos endossomais,
qguando ha um aumento dos niveis de cobre extracelular, e CTR2 (SLC31A2), que ¢
principalmente expresso na membrana de vesiculas intracelulares e endossomos e
lissossomos (Zhou e Gitschier, 1997; Stafford et al., 2013). A proteina ATP7A, uma
ATPase tipo P localizada primariamente no complexo do Golgi, também est4 envolvida no
metabolismo de cobre e é responsavel pela exportacdo de cobre quando as células séo
expostas a altas concentracfes deste metal, também podendo transportar este metal em
vesiculas ou compartimentos intracelulares (Lutsenko, Leshane e Shinde, 2007; Stafford et
al., 2013). Além disso, algumas proteinas ligadoras de cobre podem ter importancia na
homeostase de cobre como metalotioneinas (MT), que sdo proteinas amplamente
encontradas em organismos procarioticos e eucarioticos, atuando na detoxificacdo de
metais (Hamer, 1986), e a oxidase multi-cobre ceruloplasmina (CP), que € capaz de se
ligar a seis atomos de cobre e é amplamente encontrada em vertebrados, principalmente
localizada no plasma (Yang et al., 1986). Esta proteina também atua como oxidase de

ferro, tendo grande importancia na homeostase deste metal também (Osaki e Johnson,
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1969). Foi avaliado entdo a influéncia dos transportadores de cobre CTR1 e ATP7A e das
proteinas ligadoras de cobre CP e MT1 na modulacdo da homeostase de cobre em
macrofagos durante a infeccdo por C. neoformans ou C. albicans. Atraves da analise
quantitativa dos niveis de transcritos dos genes que codificam estas proteinas, apos duas e
24 horas de interacdo com C. neoformans e ap6s duas e seis horas de interacdo com C.
albicans, foi possivel demonstrar que, durante a infeccdo com ambos fungos patogénicos,
0s macréfagos demonstraram perfil similar dos niveis de transcritos dos genes que
codificam as proteinas transportadoras de cobre CTR1 e ATP7A, havendo uma diminuicéo
da expressdo destes genes apds 24 horas de infeccdo, embora durante a infeccdo por C.
albicans, a expressdo destes genes ndo tenha demonstrado diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos testados. A expressao das proteinas ligadoras de cobre CP e
MT 1 também reduziu apds 24 horas de infeccdo por C. neoformans, demonstrando
diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢bes controle e infectado por ambos
fungos patogénicos. Estes resultados podem sugerir que durante a infeccdo por patdégenos
fangicos, hd uma limitacdo da disponibilidade de cobre e que esta estratégia das células
hospedeiras pode ser mediada por transportadores de cobre como CTR1 e ATP7A ou por
proteinas ligadoras de cobre como CP e MT 1 de macro6fagos.

Alguns dados na literatura mostram que durante a infeccdo com espécies de
Mycobacterium, ha um acimulo de cobre no interior do compartimento fagossomal e que a
ativacdo destes macréfagos com LPS induz a expressdo de ATP7A e CTR1 (Wagner et al.,
2005; White et al., 2009). Macréfagos infectados com E. coli também demonstraram que o
aumento da expressdo de ATP7A causou um efeito bactericida (White et al., 2009).
Entretanto, durante a infeccdo por C. neoformans, macrofagos ativados mostraram altos

niveis de ATP7A e CTR1, porem em resposta a infeccdo, pode haver uma reorientacdo de
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cobre no hospedeiro, sendo comprovado pelos altos niveis de cobre encontrados no soro de
camundongos apos 14 dias de infecgdo in vivo (Ding et al., 2013). Este mesmo estudo
ainda demonstrou que apds dois dias de infec¢do ha uma diminuicdo dos niveis de ATP7A,
enguanto que os niveis de CTR1 permanecem altos apds 14 dias de infec¢do (Ding et al.,
2013). Estes resultados sugerem que, em resposta a infeccdo por C. neoformans,
macrofagos podem mobilizar cobre e redireciona-lo para a circulagdo, limitando a
concentracdo de cobre em compartimentos vesiculares (Ding et al., 2013). Os resultados
encontrados neste trabalho podem, de certa forma, corroborar estes dados da literatura,
onde macréfagos ativados com LPS e IFN-y e infectados com C. neoformans, em um
primeiro momento, podem elevar os niveis de cobre intracelular, através das expressdo de
transportadores como CTR1 e ATP7A, mas em resposta a interacdo apds um maior
periodo de tempo, possa haver um ajuste por parte do hospedeiro, a fim de diminuir as
concentracdes deste metal no ambiente fagossomal para conter a sobrevivéncia do
patégeno neste compartimento.

Também foi avaliado a possibilidade de C. neoformans modular a atividade anti-
fangica dos macréfagos, ja que é bem estabelecido que esta levedura pode exportar alguns
importantes fatores de viruléncia para a célula hospedeira através de vesiculas (Nosanchuk
et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Casadevall et al., 2009; De Jesus et al., 2009; Oliveira
et al., 2009; Huang et al., 2012). Foi demonstrado recentemente que o conteldo destas
vesiculas é capaz de modular a atividade anti-fungica de macréfagos, estimulando a
resposta imune através da inducdo da producdo de oxido nitrico (NO), fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina 10 (IL-10) e fator de transformacao do crescimento (TGF-p)
(Oliveira et al., 2010). Além disso, em outro estudo que utilizou um modelo in vitro da

BHE, foi relatado também que microvesiculas derivadas de C. neoformans aumentam a
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passagem do patdgeno atraves de células BMECs e acumulam-se em sitios de lesdes no

cérebro, contribuindo para a transcitose e disseminacdo (Huang et al., 2012).

Afim de investigar melhor esta hipotese, foi realizada a analise quantitativa dos
niveis de transcritos dos genes que codificam as proteinas trasnportadoras de cobre CTR1 e
ATPTA e da proteina ligadora de cobre CP, durante a interacdo de macréfagos com células
de C. neoformans vivas ou mortas. Foi possivel observar que o metabolismo basal de C.
neoformans foi capaz de modular a atividade anti-fungica de macréfagos, através da
diminuicdo da expressdo dos genes que codificam as proteinas transportadoras de cobre
CTR1 e ATPT7A, em relacdo a condicdo controle e a infec¢do com células fungicas mortas.
Houve também uma tendéncia a diminuicdo da expressdo do gene que codifica a proteina
ligadora de cobre CP em macréfagos durante a infeccdo com células vivas de C.
neoformans, porém ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre as
condicdes controle e interacdo com células fungicas mortas.

Por fim, considerando que, durante a infeccdo por C. neoformans, macréfagos
podem limitar a disponibilidade de cobre como uma estratégia para conter a sobrevivéncia
do patdgeno e que, por sua vez, o patdgeno também é capaz de modular a atividade anti-
fangica das células fagociticas, foi quantificado o contetdo de cobre intracelular em
macrofagos, por espectrometria de absor¢cdo atémica, durante interacdo com células de C.
neoformans vivas ou mortas. Novamente, a abordagem de avaliacdo da interacdo de células
de macrofagos com células fungicas vivas ou mortas, representa um estimulo diferente, em
que as células vivas do patdgeno seriam capazes de continuar multiplicando-se e
modulando a atividade anti-fungica dos macrofagos e ja as células mortas serviriam apenas
como estimulo inicial, ndo sendo capazes de modular a resposta do hospedeiro por muito

tempo. A concentracdo de cobre no interior de macréfagos reduziu apos duas horas de
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infeccdo com as células vivas de C. neoformans e foi ainda menor durante duas horas de
infeccdo com as células fungicas mortas. Estes resultados confirmam a hipotese de que,

durante a infeccdo, macrdfagos limitam a disponibilidade de cobre como um mecanismo

anti-fangico.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel demonstrar que a limitacdo de cobre pode ser uma
estratégia anti-fungica de macrofagos para conter a infeccdo por C. neoformans ou C.
albicans. Também foi avaliado quantitativamente a expressdo de proteinas transportadoras
ou ligadoras de cobre em células de macrofagos contendo as células fangicas
internalizadas e foi observado que estas proteinas podem estar envolvidas na homeostase
deste metal durante a infeccdo. Além disso, foi determinada a concentracdo de cobre no
interior de macrofagos infectados, constatando que, de fato, ha uma diminuicdo da
concentracdo deste metal. Entretanto, esta regulacdo pode envolver mecanismos mais
complexos, uma vez que o metabolismo de fungos patogénicos, como C. neoformans, pode
alterar e modular a resposta imune do hospedeiro, para garantir sua sobrevivéncia no

interior de células fagociticas.

6. PERSPECTIVAS

Embora este estudo tenha contribuido para um melhor entendimento sobre a
homeostase de cobre em macréfagos durante infeccdes fungicas, mais esforcos devem ser
feitos para elucidar como estes mecanismos ocorrem, a fim de esclarecer por exemplo,
como patogenos fungicos conseguem subverter as estratégias de defesa do hospedeiro, bem
como realizar estudos in vivo para avaliacdo da homeostase de cobre, a curto e médio

prazo.
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