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RESUMO

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii S8o 0s principais agentes etiologicos
da criptococose, doenca fungica que afeta humanos e outros animais. Essa patologia
€ caracterizada por uma infeccdo pulmonar primaria, com possivel disseminacao
sistémica posterior e resultando no quadro potencialmente letal de meningoencefalite.
Nesse contexto, macréfagos alveolares representam a primeira linha de defesa do
hospedeiro e, por meio da fagocitose, expdem as leveduras a um ambiente hostil
caracterizado por um pH acido, presenca de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, peptideos antimicrobianos e privacdo de nutrientes. Em contrapartida o
patdogeno expressa transportadores de alta afinidade, como os membros da familia
ZIP, para prover a célula da levedura com todos 0s componentes necessarios para se
desenvolver neste ambiente. O transportador codificado pelo gene ZIP3 de C. gattii é
ortélogo a Atx2p de Saccharomyces cerevisiae, uma proteina presente no Golgi e
responsavel pelo transporte de manganés para o citoplasma da célula. Dados néo
publicados do nosso grupo demonstram que Zip3 esta envolvido na homeostase de
manganés e na resposta oxidativa da levedura. Visto que linhagens nulas para ZIP3
apresentam: maior sensibilidade a espécies reativas de oxigénio in vitro; (ii)
decréscimo na expressao das duas isoformas de SOD; e (iii) que linhagens nulas para
as isoformas de SOD foram consideradas avirulentas em modelo murino; esse
trabalho teve como objetivo a avaliacdo da participacdo do transportador Zip3 na
viruléncia de C. gattii. Para isso, distintos modelos de fagécitos, como células de
macrofagos de murinos ou a ameba Acanthamoeba castellanii, foram expostas a
células das linhagens selvagem ou mutante nulo para o gene ZIP3 de C. gattii, sendo
avaliada a taxa de fagocitose e o indice de replicacdo intrafagossémico. Para
avaliacdo da influéncia do transportador Zip3 na viruléncia de C. gattii in vivo, realizou-
se uma curva de sobrevivéncia no modelo inseto de Galleria mellonella. Nao foi
observada diferenca na replicacao intracelular em nenhum dos modelos testados, no
entanto, Zip3 influencia a taxa de fagocitose das leveduras in vitro. Também néo
houve diferenca na letalidade das larvas, sugerindo que o transportador Zip3 nao é

importante para a viruléncia de C. gattii nos modelos avaliados

Palavras-chave: Cryptococcus gattii; imunidade nutricional; ZIP; Galleria mellonella.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are the etiologic agents of
cryptococcosis, a fungal disease that affects humans and other animals. This disease
is characterized by a primary lung infection that may disseminate systematically and
has as primary outcome meningoencephalitis. In this context, alveolar macrophages
represent the host's first line of defense and, through phagocytosis, expose yeasts to
a hostile environment characterized by acid pH, presence of reactive oxygen and
nitrogen species, antimicrobial peptides and nutrient deprivation. In contrast the
pathogen expresses high affinity transporters, such as members of the ZIP family, to
provide the yeast cell with all the components necessary to develop in this
environment. Unpublished data from our group demonstrate that C. gattii ZIP3 product,
an ortholog of the Saccharomyces cerevisiae manganese transporter Atx2p, is
involved in manganese homeostasis and oxidative metabolism. As the ZIP3 null strains
have greater sensitivity to reactive oxygen species in vitro, lower expression of both
SOD’s isoforms and that C. gattii SODs null strains were considered avirulent, this
work focus on evaluate the participation of Zip3 in the virulence of C. gattii. distinct
phagocyte models, such as murine macrophages cells or Acanthamoeba castellanii
amoeba, were exposed to the wild-type or null mutant cells for the C. gattii ZIP3 gene,
and the rate of phagocytosis and replication index intraphagosomal. To evaluate the
influence of the Zip3 transporter on the virulence of C. gattii in vivo, a survival curve
was performed on the insect model of Galleria mellonella. No difference was observed
in intracellular replication in any of the models tested, however, Zip3 influences the
rate of phagocytosis of yeasts in vitro. There was also no difference in lethality of the
larvae, suggesting that the Zip3 transporter is not important for the virulence of C. gattii

in the evaluated models

Keywords: Cryptococcus gattii; nutritional immunity; ZIP; Galleria mellonella
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Criptococose e seus agentes etioldgicos

A criptococose, também conhecida como doenga de Busse-Buschke, é uma
micose sistémica infecciosa que afeta humanos e outros mamiferos, cujos agentes
etiolégicos séo as leveduras encapsuladas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii. Os principais 6rgdos acometidos pela doenca sdo os pulmdes, onde a
multiplicacdo das leveduras pode levar a um quadro de pneumonia, e 0 sistema
nervoso central (SNC), podendo evoluir para meningite ou meningoencefalite, quadro
potencialmente letal da doenca. No entanto, as leveduras também podem afetar
outros 6rgdos como a pele, 0ssos, figado, baco e os nédulos linfaticos (SABIITI; MAY,
2012).

Embora ambas espécies patogénicas pertencam ao mesmo género, elas
diferem em relac&o a localizacéo geografica, hospedeiro alvo, progresséo da infec¢ao
e manifestacfes clinicas da doenca (KWON-CHUNG et al., 2014). C. neoformans
possui uma distribuicdo global e € considerado um patdégeno oportunista, causando
infeccdes majoritariamente em pacientes imunocomprometidos, além de possuir
maior capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica e causar um quadro de
meningite criptocdcica (LI et al., 2014). J& C. gattii € capaz de infectar hospedeiros
sadios e esta mais relacionado com o quadro pulmonar da doenca (PAPPAS, 2013).

Globalmente, estimam-se 223.100 casos de meningite criptocdcica por ano,
com maior incidéncia na Africa subsaariana, sendo que 181.100 desses casos
evoluem para o 6bito, uma mortalidade estimada de aproximadamente 80%. Além
disso, a meningite fungica causa cerca de 15% da mortalidade total relacionada a
HIV/AIDS (RAJASINGHAM et al., 2017). No Brasil, ha maior prevaléncia da doencga
nas regides sul e sudeste, coincidindo com a distribuicdo de HIV no pais. Dentre esses
casos, C. neoformans € isolado em 50% dos pacientes com HIV/AIDS que véo a 0Obito
e apresentam micose sistémica como condi¢ao associada (PRADO et al., 2009).

Considerado um patégeno primario, C. gattii pode acometer tanto individuos
imunocomprometidos, como individuos imunocompetentes. Normalmente esta
associado a lesado pulmonar com formagéao de criptococoma, mas também é capaz de
desenvolver infeccdo no SNC (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). No ambiente,
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pode ser encontrado, preferencialmente, em madeira em decomposicao e cavidades
no tronco de arvores, em especial as do género Eucalyptus (GROVER et al., 2007,
HAGEN; BOEKHOUT, 2010).

Estima-se que C. gattii divergiu de C. neoformans h& aproximadamente 37
milhdes de anos e posteriormente nos sorotipos B e C, classificados de acordo com a
composicao estrutural da capsula polissacaridica (BELAY et al., 1996; LIN; HEITMAN,
2006). Com o avango das técnicas moleculares, como PCR fingerprinting e
polimorfismo por tamanho de fragmento amplificado (AFLP), foi possivel detectar
subtipos moleculares que apresentam caracteristicas fenotipicas distintas. Sendo as
leveduras do sorotipo B associados aos tipos moleculares VGI e VGIl e as do sorotipo
C a VGIIl e VGIV (LIN; HEITMAN, 2006; SORRELL et al., 1996). O subtipo VGlla é
considerado o mais virulento e com a mais baixa susceptibilidade a drogas
antifingicas (TRILLES et al., 2012).

Originalmente acreditava-se que C. gattii era restrito a regibes de climas
tropicais e subtropicais como a Australia e a América do Sul (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1984), mas em 1999 houve um surto que acometeu a ilha de Vancouver,
no Canada e o noroeste dos Estados Unidos (MA et al., 2009; STEPHEN et al., 2002).
A partir de amostras desses pacientes foi isolada a linhagem R265, considerada
hipervirulenta e classificada como sorotipo B, tipo molecular VGII (CHENG; SHAM,;
KRONSTAD, 2009).

1.2 Via de infeccéo

A infeccdo inicia-se por via respiratOria, através da inalacdo de propagulos
infecciosos, os quais sao basididosporos ou leveduras dessecadas, que possuem um
tamanho reduzido e, dessa forma, sdo capazes de ultrapassar as barreiras fisicas do
muco, acgdo ciliar e turbuléncia do ar e poder alojar-se nos alvéolos pulmonares
(SHOHAM; LEVITZ, 2005). Os propagulos infecciosos se encontram no ambiente
(Figura 1), C. gattii € comumente isolado a partir de arvores e madeira em
decomposicdo, enquanto C. neoformans pode ser encontrado com maior frequéncia
em solo com excretas de pombos, ou ainda, interagindo com amebas de vida livre
(GROVER et al., 2007; LIN; HEITMAN, 2006).
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Figura 1: Via de infeccdo de Cryptococcus ssp. O fungo sobrevive no ambiente associado a
excretas de passaros, arvores ou amebas ambientais. A inalagcdo de esporos ou leveduras dessecadas
pode levar ao quadro de pneumonia, forma pulmonar da doenca. Posteriormente, o patégeno pode se
disseminar via hematogénica para o sistema nervoso central, onde pode causar a meningite
criptocécica, forma mais grave e letal da doencga. Adaptado de (GRODSKY; WANG, 2014).

Uma vez que essas particulas alcancam os alvéolos pulmonares, elas séo
desafiadas pelos fagécitos do sistema imune inato do hospedeiro, como o0s
macréfagos, as células dendriticas e os neutrofilos, que representam a primeira linha
de defesa contra as leveduras patogénicas (SHAO et al., 2005). Os macrofagos
alveolares desempenham um papel central na contencdo da infeccdo gracas a
fagocitose dessas leveduras que podem: (l) ser eliminadas no fagolisossomo; (I1)
permanecer latentes no interior dos macréfagos; (lll) replicar-se dentro do macrofago
causando a lise do mesmo; (IV) escapar do interior do macréfago sem causar lesées
aparentes ao mesmo, num mecanismo conhecido como vomocitose (ALVAREZ,
CASADEVALL, 2006; JOHNSTON; MAY, 2013; TUCKER; CASADEVALL, 2002).

Apés o estabelecimento de uma infeccdo pulmonar primaria, as leveduras
podem se disseminar via corrente sanguinea ou linfatica, caracterizando uma infeccao
sistémica (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014). Para que o fungo consiga alcancar o
sistema nervoso central e causar o quadro de meningite ou meningoencefalite, é
necessario atravessar a barreira hematoencefalica. Ja foram descritas trés maneiras

pelas quais as leveduras patogénicas realizam essa migracdo: (I) migracéao
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transcelular, através das células endoteliais que constituem a barreira
hematoencefélica; () migracdo paracelular, por entre as juncdes ocludentes das
células endoteliais; (lll) pelo mecanismo conhecido como “Cavalo de Troia”, onde a
levedura utiliza macréfagos para atravessar a barreira por entre as células endoteliais
(LIU; PERLIN; XUE, 2012).

1.3 Determinantes de viruléncia em Cryptococcus spp.

Embora exista algumas diferencas marcantes entre as duas espécies
patogénicas do género Cryptococcus, ambas partilham o mesmo grupo de
determinantes de viruléncia centrais. Dentre os determinantes mais importantes,
destaca-se a capacidade das leveduras de se desenvolverem a temperaturas
elevadas, como as dos hospedeiros mamiferos (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014).
De fato, esse pode ser considerado o maior fator diferencial entre as espécies
patogénicas e as ndo patogénicas do mesmo género (PETTER et al., 2001).

Outro determinante de extrema importancia € atividade da enzima lacase.
Lacases sao oxidases dependentes de cobre presentes em diversas plantas, fungos
e bactérias. Nas leveduras do género Cryptococcus, a atividade de lacases esta
relacionada com a producdo de melanina, fosfolipase B (Plbl), urease, superoxido
dismutase (SOD1) e trealose (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014). A melanina € um
pigmento capaz de estabilizar radicais livres, atuando como um antioxidante contra
moléculas geradas pelas células do hospedeiro (WANG; CASADEVALL, 1994). Além
disso, o pigmento também é capaz de absorver radiacdo eletromagnética, protegendo
o organismo de vida livre, e é um importante constituinte da parede celular,
aumentando sua rigidez (DADACHOVA et al., 2008; WILLIAMSON, 1997).

Dentre as enzimas secretadas pelo patdgeno, destacam-se a urease e a
fosfolipase B. A urease catalisa a hidrolise de ureia a amoénia, e em Cryptococcus
parece estar envolvida com a transmigracéo e invasédo do SNC (FEDER et al., 2015;
OLSZEWSKI et al., 2004). Ja as fosfolipases atuam na hidrdlise de ligacdes de
fosfolipidios, como o0s presentes nas membranas das células do hospedeiro. A
secrecdo da fosfolipase B estd relacionada com sobrevivéncia das leveduras

fagocitadas por macrofagos, e € teorizado que atue na permeabilizacdo do
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fagolisossomo, dessa forma tendo um papel direto na aquisicdo de nutrientes
(CHRISMAN et al., 2011; COX et al., 2001).

As espécies do complexo Cryptococcus sao conhecidas pela producdo de uma
capsula polissacaridica, essa sendo um dos principais fatores de viruléncia
associados a esse fungo. Essa estrutura varia de tamanho dependendo de diversos
estimulos e é composta, principalmente, por glicuronoxilomanana (GXM), que é
responsavel por 90 a 95% da massa capsular, galactoxilomanana (GalXM), de 5 a
10%, e manoproteinas, numa proporc¢ao inferior a 1% (ZARAGOZA et al., 2009). Os
componentes s&o sintetizados internamente e secretados para o meio extracelular via
vesiculas, a montagem da capsula, provavelmente, ocorre de fora para dentro
(RODRIGUES et al., 2007; ZARAGOZA et al., 2009). Ainda, sabe-se que a agregacao
de GXM capsular € dependente de cétions divalentes (NIMRICHTER et al., 2007).

A cépsula polissacaridica possui diversas fun¢des na patogenicidade dessas
leveduras. Na auséncia de opsoninas, ela é capaz de inibir a fagocitose das leveduras,
agindo, também, como uma “capa” ao encobrir os padroes moleculares associados
aos patégenos (PAMPs), como as moléculas presentes na parede celular fungica
(KOZEL, 1993; LEOPOLD WAGER et al., 2016). Além disso, é descrita a capacidade
da cépsula em proteger a levedura de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
peptideos antimicrobianos, promovendo a sobrevivéncia dentro do fagolisossomo
(TUCKER; CASADEVALL, 2002; ZARAGOZA et al., 2008).

Os polissacarideos que compdem a cépsula apresentam, ainda, atividade
imunomodulatéria em mamiferos. Ja foi observado a acao dessas moléculas afetando
a migracdo de células do sistema imune do hospedeiro, inibindo a secrecdo de
citocinas proé-inflamatérias e a proliferacdo de células imunes, além de interferir na
apresentacao de antigenos via o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
(ELLERBROEK et al., 2004; PERICOLINI et al., 2013; VECCHIARELLI et al., 2011).

1.4 Interagbes patdégeno-hospedeiro

ApoGs vencer as barreiras fisicas e alojarem-se no parénquima pulmonar, as
células fungicas desencadeiam uma resposta pré-inflamatoéria, induzindo a producéo
de citocinas do tipo Thl, como interleucina-2 (IL-2), interferon-y (IFN- y) e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) (HUFFNAGLE; LIPSCOMB, 1998). Sabe-se que os perfis
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de resposta Thl e Th1l7 séo protetores contra espécies de Cryptococcus, diminuindo
a carga fangica pulmonar e estédo relacionados a um bom prognéstico da doenca
(HUFFNAGLE; LIPSCOMB, 1998; ZHANG et al., 2009). O resultado é um ambiente
inflamatorio com recrutamento de células fagociticas, como macrofagos, neutroéfilos e
células dendriticas. No entanto, ja foi descrito que uma linhagem hipervirulenta de C.
neoformans € capaz de modular a resposta imune para um perfil Th2, que néo é
protetor e propicia o desenvolvimento da infec¢cdo (VOELZ; LAMMAS; MAY, 2009;
ZHANG et al., 2009). De forma semelhante, C. gattii pode atenuar a fungéo de células
dendriticas e, dessa forma, diminuir a expressdo de citocinas pré-inflamatorias
(ANGKASEKWINAI et al., 2014).

Os macréfagos podem, dependendo de citocinas e outras moléculas
sinalizadoras presentes no microambiente em que se encontram, ser ativados em um
perfil classico (M1) ou um perfil alternativo ou reparador (M2) (MURRAY et al., 2014).
Macréfagos M1 sao ativados por citocinas pré-inflamatorias, como as do perfil Thl, e
sdo conhecidos por sua capacidade de eliminar patdégenos intracelulares, como as
leveduras de Cryptococcus sp. A ativacao alternativa, induzida por citocinas do perfil
Th2, contribui para a regulacdo da resposta inflamatoéria, fagocitose de restos
celulares e possui um papel chave na cicatrizacdo, porém ndo € protetora contra
patégenos (LEOPOLD WAGER; WORMLEY, 2014; MURRAY et al., 2014).

Os macréfagos alveolares, dessa forma, desempenham um papel central na
contencdo da infeccdo, principalmente na fase aguda, visto que sdo 0s primeiros
recrutados para o sitio da infeccdo (OSTERHOLZER et al., 2009). As leveduras
fagocitadas sdo expostas a um microambiente hostil devido a polarizacdo de
macrofagos para o perfil M1. Quando héa fusdo do fagossomo com o lisossomo, forma-
se o fagolisossomo, organela responsavel pela eliminacdo de patdgenos. Essa
organela é caracterizada por um pH acido, presenca de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, auséncia de nutrientes e presenca de enzimas e peptideos com acao
antimicrobiana (GIBSON; JOHNSTON, 2015; UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012).
Apesar disso, as leveduras podem sobreviver e até se desenvolver nesse ambiente,
podendo acarretar na lise do macréfago ou nao, pelos mecanismos ja descritos
anteriormente (ALVAREZ; CASADEVALL, 2006; TUCKER; CASADEVALL, 2002).
Curiosamente, o ambiente acido do fagolisossomo é favoravel ao desenvolvimento do
fungo, j& que esse desenvolve-se melhor em pHs baixos em comparacdo a meios
neutros ou alcalinos (LEVITZ et al., 1999).
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1.5 Modelos alternativos de viruléncia: amebas e insetos

Modelos animais alternativos apresentam diversas vantagens quando
comparados aos modelos mamiferos, como custo, facilidade de manutencéo, ciclo de
vida rapido, reproducdo em grande escala e ndo necessitar de aprovacdo de um
comité de ética. Amebas de vida livre sdo organismos ambientais que se encontram
no solo e se alimentam de microrganismos como fungos e bactérias. Amebas
representam um importante reservatério ambiental para Cryptococcus sp., ja que
essas leveduras conseguem sobreviver e proliferar no interior das mesmas (GREUB,;
RAOULT, 2004). Além disso, amebas possuem propriedades fagociticas semelhantes
as de macrofagos e utilizam-se de mecanismos parecidos para eliminacdo dos
microrganismos fagocitados, da mesma forma que C. neoformans utiliza-se dos
mesmos determinantes de viruléncia para promover a sobrevivéncia intracelular
(STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

Teoriza-se que, portanto, as leveduras desenvolveram seus fatores de
viruléncia coevoluindo com predadores ambientais, tais como as amebas, e,
posteriormente, foram capazes de se adaptar a outros hospedeiros, como 0sS
mamiferos (DERENGOWSKI et al, 2013; STEENBERGEN; SHUMAN;
CASADEVALL, 2001). Além disso, existem vantagens experimentais em utilizar
amebas para ensaios de fagocitose frente a macréfagos, pois essas néo precisam ser
pré-ativadas com citocinas e 0s microrganismos ndo precisam ser opsonizados
(STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

As larvas de Galleria mellonella, ou a traca grande da cera, sdo usadas em
ensaios de infeccédo de microrganismos e avaliacdo de acdo antimicrobiana de drogas
in vivo (TSAI; LOH; PROFT, 2016). Embora insetos ndo possuam sistema imune
adaptativo, a sua resposta imune inata a patégenos é extremamente similar a dos
vertebrados e, ainda, as larvas toleram temperaturas elevadas como 37°C,
mimetizando a temperatura corporal de hospedeiros mamiferos (FIRACATIVE; DUAN;
MEYER, 2014).

Estudos comparando o modelo classico murino ao modelo inseto mostraram
gue linhagens consideradas hipervirulentas em mamiferos, também apresentavam o
mesmo fendtipo nas larvas (FIRACATIVE; DUAN; MEYER, 2014; MYLONAKIS et al.,
2005). Além disso, comportamentos de viruléncia classicos de Cryptococcus sp.,

como melanizacdo, aumento do didmetro da cépsula, secrecdo de vesiculas,
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formacéo de células gigantes e replicagéo no interior de fagocitos ja foram observados
no modelo de infec¢do de Galleria (EISENMAN et al., 2014; GARCIA-RODAS et al.,
2011; TREVIJANO-CONTADOR et al., 2015).

1.6 Imunidade nutricional

Microrganismos patogénicos evoluiram para serem capazes de sobreviver e
proliferar no interior de outros organismos e, para isso, desenvolveram mecanismos
para lidar com diversos tipos de estresse e serem capazes de adquirir nutrientes nesse
ambiente. Esses hospedeiros, por sua vez, também desenvolveram uma série de
defesas e ferramentas para combater os microrganismos invasores. Uma das diversas
estratégias utilizadas por fagdcitos para eliminacdo de patdégenos intracelulares é o
controle da biodisponibilidade de nutrientes no sitio da infec¢do, a qual denomina-se
imunidade nutricional (HOOD; SKAAR, 2012).

Foi primeiramente observada em resposta a infec¢éo por bactérias, onde ferro
era sequestrado por proteinas ou para dentro de organelas que o patdgeno nao teria
acesso (HOOD; SKAAR, 2012). Hoje, sabe-se que diversos metais de transi¢do, como
zinco, manganés e cobre também possuem sua homeostase alterada frente a uma
infeccdo (KEHL-FIE; SKAAR, 2010). Metais de transicao representam micronutrientes
necessarios para todos 0s seres vivos, uma vez que desempenham funcbes
essenciais para a fisiologia celular, seja como cofator de enzimas ou apresentando
um papel estrutural (BLEACKLEY; MACGILLIVRAY, 2011; KEHL-FIE; SKAAR, 2010).
Estima-se que, aproximadamente, 30% de todas as proteinas interagem com algum
cofator metalico, por analises de bancos de dados proteicos (WALDRON et al., 2009).

Além dos mecanismos descritos acima, o hospedeiro, em resposta a infeccéo,
pode diminuir a disponibilidade de metais ativando células epiteliais e recrutando
neutréfilos, ambos sdo capazes de secretar proteinas quelantes de metais para o meio
extracelular, as quais possuem fung&o antimicrobiana (DIAZ-OCHOA et al., 2014). Em
contrapartida , ja foi observado um comportamento contrario, no qual o hospedeiro
aumenta os niveis disponiveis de metais com finalidade de intoxicar o patdgeno
(DJOKO et al., 2015).

Ainda, sobre a necessidade de metais em uma variedade de processos

celulares, metais de transi¢cao sao essenciais para o funcionamento correto do sistema
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imune do hospedeiro, visto que leves deficiéncias de metais estdo relacionadas a
maior incidéncia de infec¢cdes e piores prognosticos (WINTERGERST; MAGGINI;
HORNIG, 2007). Diante desse contexto de disputa por micronutrientes, ocorre
modulacdo da expressdo de diversos transportadores de metais com finalidade de
manter a homeostase desses ions, tanto por parte da célula patogénica quanto por
parte das células do hospedeiro (BLEACKLEY; MACGILLIVRAY, 2011; CRAWFORD;
WILSON, 2015).

1.6.1 Familia ZIP e sua importancia no processo de infec¢ao

Uma familia de transportadores conhecidamente envolvida na modulacéo de
disponibilidade de metais na interface patégeno-hospedeiro é a ZIP (Zrt-Irt Protein).
(GUERINOT, 2000; MILNER et al., 2013). Tratam-se de proteinas com, geralmente,
oito dominios transmembrana que realizam o transporte de, principalmente, zinco,
mas também ferro, manganés e cobre, de organelas ou do meio extracelular em
direcédo ao citoplasma (DEMPSKI, 2012; GUERINOT, 2000).

Foi observado o envolvimento de transportadores da familia ZIP tanto na
patogénese de micrébios quanto na defesa do hospedeiro (KIMURA; KAMBE, 2016).
Tanto C. gattii quanto C. neoformans possuem transportadores de alta e baixa
afinidade por zinco, respectivamente, Ziplp e Zip2p que sao modulados durante a
interacdo com hospedeiro e sua delec¢do tem impacto na viruléncia do patégeno (DO
et al., 2016; SCHNEIDER et al.,, 2015). Em contrapartida, os macréfagos do
hospedeiro também modulam seus transportadores em resposta ao patégeno, porém
de forma a reduzir a disponibilidade de metal para 0 mesmo (DOS SANTOS et al.,
2017; WINTERS et al., 2010).

1.6.2 Manganés como alvo de imunidade nutricional

Dados néo publicados de nosso grupo revelaram que o gene ZIP3 de C. gaittii,
ortblogo ao produto de ATX2 de Saccharomyces cerevisiae, parece ndo estar
diretamente envolvido no metabolismo de zinco, mas sim de manganés. ATX2 codifica

uma proteina transportadora de manganés presente no Golgi (Atx2p) e que, quando
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sobre-expressa, esta relacionada ao aumento dos niveis intracelulares de manganés
e reducédo da sensibilidade a estresse oxidativo (LIN; CULOTTA, 1996).

Manganés € um ion redox-ativo de extrema importancia para organismos Vvivos,
visto que é cofator de diversas enzimas como oxidases, desidrogenases, polimerases
de DNA e RNA, quinases, descarboxilases e transferases de acucar (CULOTTA,
YANG; HALL, 2005). Adicionalmente, possui um papel chave na resposta redox de
eucariotos, ja que uma das isoformas da enzima superoxido dismutase (Sod?2) utiliza
manganés como cofator. As leveduras patogénicas do género Cryptococcus também
expressam Sod2, o que as torna mais resistentes a espécies reativas de oxigénio
geradas pelos macrofagos do hospedeiro (FREALLE et al., 2005). A inativagdo do
gene SOD2 ndo permite o desenvolvimento préprio a 37°C na presenca de oxigénio
do ar e tem profundos impactos na viruléncia tanto de C. gattii quanto de C.
neoformans (GILES et al., 2005; NARASIPURA; CHATURVEDI; CHATURVEDI,
2005).

Durante uma infeccdo, manganés € sequestrado do meio extracelular pela
proteina S100 calprotectina, que é secretada por células do hospedeiro, e no ambiente
intracelular € removido do fagolisossomo e armazenado em organelas por
transportadores da familia NRAMP (Proteina associada a resisténcia natural de
macréfagos) (BROPHY; NOLAN, 2015; CANONNE-HERGAUX et al., 1999; KEHL-
FIE; SKAAR, 2010). Inclusive, mutagbes no gene NRAMP1, que codifica um
transportador presente no fagolisossomo responsavel pela retirada de metais dessa
organela, estd relacionado a maior susceptibilidade a diversos patégenos
intracelulares (CANONNE-HERGAUX et al., 1999).

Na levedura modelo S. cerevisiae, a homeostase desse metal é controlada por
transportadores da familia NRAMP, Smflp que se encontra na membrana plasméatica
e realiza o importe de manganés para o citoplasma e Smf2p que se localiza em
vesiculas intracelulares que funcionam como depdsito de metais (CULOTTA; YANG;
HALL, 2005). Para diminuicdo dos niveis intracelulares de manganés a levedura
conta, principalmente, com os transportadores Pmrlp, Cclp e Vcx1p que sao capazes
de exportar o metal em excesso para dentro de organelas (CULOTTA; YANG; HALL,
2005). Pmrlp é considerado o principal exportador de manganés em condi¢Oes de
intoxicacdo pelo metal. O transportador ativamente diminui 0s niveis citoplasmaticos
do metal ao bombear ele para o Golgi, onde pode ser utilizado por enzimas transferase
de acucar ou ser eliminado por exocitose (CULOTTA; YANG; HALL, 2005). Dessa
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forma, Pmrlp e Atx2p possuem papeis contrarios, visto que um transporta manganés
do citoplasma para o Golgi e o0 outro o retira da organela e importa para o citoplasma
(LIN; CULOTTA, 1996).

1.7 Justificativa

Considerando que mutantes nulos do gene ZIP3 de C. gatti (zip3A)
apresentam: (I) decréscimo na expressao de SOD2 e SOD1; (Il) maior sensibilidade a
espécies reativas de oxigénio in vitro (GARCIA; STAATS, dados néo publicados); (lll)
qgue a linhagem nula para SOD2 (sod2A) de C. gattii foi considerada avirulenta em
modelo murino (NARASIPURA; CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2005), é possivel
hipotetizar que a proteina Zip3p participe na viruléncia de C. gattii.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a participacdo de Zip3 na viruléncia de C. gattii em distintos modelos

experimentais de criptococose.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia de auséncia do gene ZIP3 na sobrevivéncia de C. gattii em
linhagens de macrofagos

e Avaliar a influéncia de auséncia do gene ZIP3 na sobrevivéncia de C. gattii na
ameba Acanthamoeba castellanii

e Avaliar a influéncia de auséncia do gene ZIP3 na viruléncia de C. gattii em

Galleria mellonella
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3. ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Analise da participagao do transportador ZIP3 na viruléncia
de Cryptococcus gattii” foi formatado conforme normas para publicagdo junto ao

peridédico Microbes and Infection (Anexo A).
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3.1 Resumo

Criptococose é uma micose sistémica que acomete, principalmente, individuos
imunocomprometidos e possui uma alta incidéncia na Africa subsaariana e Asia. Um
dos mecanismos utilizados por macréfagos do hospedeiro contra patdégenos
intracelulares é o controle da biodisponibilidade de nutrientes, estratégia denominada
imunidade nutricional. O patdégeno, em meio a privacdo de nutrientes, expressa
transportadores de alta afinidade para captar metais do hospedeiro e causar a
infeccdo. ZIP é uma familia de transportadores de zinco, ferro e manganés
conservada entre os trés dominios da vida e esta relacionada ao aumento dos niveis
desses metais no citoplasma. Analises in silico demonstraram que o gene ZIP3 de
Cryptococcus gattii € ortdlogo a ATX2 de Saccharomyces cerevisiae, que codifica uma
proteina presente no Golgi e relacionada com o transporte de manganés para o
citoplasma. Com o intuito de avaliar a participacdo de Zip3 na viruléncia de C. gattii,
distintos modelos de fagdcitos, como células de macréfagos de murinos ou a ameba
Acanthamoeba castellanii, foram expostas a células das linhagens selvagem ou
mutante nulo para o gene ZIP3 de C. gattii, sendo avaliada a taxa de fagocitose e o
indice de replicacéo intrafagossdmico. Para avaliagdo da influéncia do transportador
Zip3 na viruléncia de C. gattii in vivo, realizou-se uma curva de sobrevivéncia no
modelo inseto de Galleria mellonella. Nao foi observada diferenca na capacidade de
replicacdo intracelular em nenhum dos modelos testados quando comparadas a
linhagem selvagem e o mutante nulo para o gene ZIP3. Ainda, ndo parece haver

envolvimento significativo do transportador Zip3 na viruléncia de Cryptococcus gattii

pois nao foi observada diferenca no modelo de infeccao de Galleria mellonella.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii; imunidade nutricional; Galleria mellonella; ZIP.
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3.2 Introducéao

Cryptococcus gattii € um dos agentes etiologicos da criptococose, uma micose
sistémica emergente que afeta mais de 220 mil pacientes por ano e possui uma alta
mortalidade associada [1]. Conhecido por sua capacidade de infectar tanto individuos
imunocomprometidos quanto imunocompetentes, esse patdgeno causa,
primeiramente, doenca pulmonar, podendo, posteriormente se disseminar para o
sistema nervoso central, tendo como resultado principal o quadro de
meningoencefalite [2].

Nesse contexto, macrofagos alveolares sdo tidos como a primeira linha de
defesa do hospedeiro, que, por meio da fagocitose, expdem as leveduras patogénicas
a um ambiente hostil, caracterizado por um pH acido, presenca de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio e peptideos antimicrobianos [3,4]. No entanto, as
leveduras de C. gattii podem sobreviver e proliferar no interior de macréfagos,
podendo ainda sair desses sem causar lesdes aparentes [5,6]. Dentre as estratégias
empregadas pelas células fagociticas esta o controle da biodisponibilidade de
nutrientes, a qual denomina-se imunidade nutricional, e € essencial para eliminagéo
de diversos patdégenos [7]. Metais de transicdo como ferro, zinco, manganés e cobre
sdo de extrema importancia para a fisiologia de todos os seres vivos, dessa forma,
tornando-se um alvo interessante de modulagéo pela célula do hospedeiro [8,9].

Niveis intracelulares de metais sdo estritamente regulados em células
eucaribticas por transportadores de ions e metaloproteinas. Ao mesmo tempo que a
célula fagocitica expressa proteinas com finalidade de sequestrar metais do patégeno,
0 mesmo expressa transportadores de alta afinidade para adquirir esses nutrientes do
hospedeiro e causar a infeccdo [7,10]. Uma familia de transportadores bem

conservada e ja descrita em diversos modelos € a ZIP [11,12]. Tratam-se de proteinas
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presentes na membrana plasmatica ou na membrana de organelas e sao
responsaveis pelo transporte de zinco, manganés e ferro em direcdo ao citoplasma.
Nosso grupo ja descreveu o papel dos transportadores Ziplp e Zip2p no importe de
zinco do meio extracelular e seu impacto na viruléncia de C. gattii [13].

Andlises in silico demonstraram que ZIP3 de C. gattii € ortélogo de ATX2 da
levedura modelo Saccharomyces cerevisiae, cujo produto € descrito como uma
proteina presente no Golgi, responsavel pelo transporte de manganés para o
citoplasma [14]. Manganés é um metal de transicdo de grande importancia para os
seres Vvivos, Visto que é cofator de diversas enzimas como oxidases, desidrogenases,
polimerases de DNA e RNA, quinases e transferases de acucar [15]. Uma das
isoformas de superoxido dismutase (SOD2), enzima responsavel pela destoxificacdo
por radicais livres de oxigénio em eucariotos, utiliza manganés como cofator [14]. C.
gattii também expressa SOD2, o que o torna mais resistente as ROS geradas pelos
macrofagos do hospedeiro [16].

Dados nao publicados do nosso grupo demonstram que mutantes nulos do
gene ZIP3 de C. gattii (zip3A) apresentam decréscimo na expressao dos genes SOD1
e SOD2, bem como uma maior sensibilidade a ROS in vitro. Além disso, foi observado
gue mutantes nulos para SOD2 (sod2A) foram incapazes de causar infeccdo em
modelo murino [17]. Nesse contexto, esse trabalho visa avaliar a participacdo do

transportador Zip3 de C. gattii na viruléncia desse patdgeno in vitro e in vivo.
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3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

As linhagens celulares J774.16 e RAW 264.7 de macréfagos murinos foram
cultivadas em meio DMEM (Invitrogen) acrescido de soro fetal bovino inativado por
calor (10%) e complementado com 1% de piruvato de sédio (100 mM), 1% de L-
glutamina (200 mM), 1% de tampdo HEPES, 1% de MEM (aminoacidos nao
essenciais), penicilina 20 U/mL e estreptomicina 20 ug/mL. O cultivo celular foi
mantido incubado a 37°C em ambiente umidificado e na presenca de 5% de COx.

A cepa R265 e os mutantes nulos zip3A.1 e zip3A.2 de C. gattii foram mantidos
em agar YPD (2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de levedura).

Para o ensaio com amebas, a linhagem Neff (ATCC 30010) de Acanthamoeba
castellanii, foi cultivada em meio PYG (peptona, extrato de levedura, glicose)
acrescido de penicilina 20 U/mL e estreptomicina 20 ug/mL e incubada a 30°C.

3.3.2 Experimento de interacdo macréfago-Cryptococcus

Macrofagos da linhagem J774.16 ou RAW 264.7 foram semeados em placa de
96 pocos, na quantidade de 108 células por poco e pré-ativados com IFN-y murino
(100U/mL) e LPS (500ng/mL) overnight. As linhagens de C. gattii foram cultivadas em
meio YPD a 30°C em plataforma giratdria (200 rpm) por 18 horas. Apds sua replicagao,
as células de C. gattii foram lavadas 3 vezes com PBS e um total de 107 células foram
opsonizadas com anticorpo anti-GXM 18B7 (1ug/mL) a 37°C por 1 hora. Foram
adicionados células da linhagem R265 ou das linhagens zip3A opsonizados na
quantidade de 108 células por poco e foi permitida a interacéo por 2 horas. Ao final do
tempo, os sistemas foram lavados com PBS 3 vezes para remocé&o das leveduras néo
internalizadas e um sistema foi lisado com uma solucao de PBS adicionada de Triton

X-100 0,1%. Dilui¢Bes do lisado foram semeadas em agar YPD para determinacdo da
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taxa de fagocitose pela contagem das unidades formadoras de colonia (CFU). Outro
sistema foi, entdo, incubado com meio DMEM a 37°C em ambiente umidificado e na
presenca de 5% de CO:2 por 24 horas. Transcorrido esse tempo, o sistema foi lavado
3 vezes com PBS e lisado, diluicdes do lisado foram semeadas em agar YPD para
determinacao de CFU. Para avaliacédo do indice de replicacao intrafagossémica (IPR),
os valores obtidos ao final do tempo de 24 horas foram normalizados pelo numero de
leveduras internalizadas no tempo de 2 horas, determinado pelo nimero de CFU.
3.3.3 Experimento de interacdo ameba-Cryptococcus

As linhagens de C. gattii foram cultivadas em meio YPD a 30°C em plataforma
giratoria (200 rpm) por 18 horas. ApOs o crescimento, as células foram lavadas e
contadas. Foram semeadas 10° células de A. castellanii por poco em placa de 96
pocos, bem como 108 células da linhagem R265 ou das linhagens zip3A e foi permitida
a interacdo por 3 horas a 30°C. Apos esse tempo, foi determinada a taxa de fagocitose
e 0 IPR pelo mesmo método descrito acima.
3.3.4 Andlise estatistica

Dados foram expressos como média + desvio padrdo. Todos os ensaios foram
realizados sob 3 condi¢des experimentais, cada uma com triplicata técnica. Analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6, utilizando analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Turkey.
3.3.5 Andlise da viruléncia em Galleria mellonella

As larvas de G. mellonella utilizadas nesse experimento foram gentilmente
cedidas pela Prof. Danielle da Silva Trentin (UFCSPA). Larvas no ultimo estagio larval
instar pesando entre 220 a 260 mg foram selecionadas para o0 experimento e
separadas em grupos de 10. As linhagens de C. gattii foram cultivadas em meio YPD

a 30°C em plataforma giratéria (200 rpm) por 18 horas. Apds a replicacdo das
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leveduras, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e foram preparadas
suspensdes de 108 células/mL. Utilizando uma seringa Hamilton-10uL, 108 células de
C. gattii R265 ou zip3A foram inoculadas na hemocele do inseto via Gltima pro-leg. Um
grupo de 10 larvas foi inoculado com PBS estéril para monitoramento de possiveis
efeitos na sobrevivéncia devido a danos da inoculacdo. Apds a injecao, as larvas
foram incubadas em placas de Petri a 37°C e monitoradas diariamente para
mortalidade por 7 dias. As larvas eram consideradas mortas quando nhao
demonstravam nenhum movimento apés toque. A curva de sobrevivéncia foi grafada
e a estimativa de diferenca na sobrevivéncia foi analisada pelo método Log-rank

(Mantel-Cox) no software GraphPad Prism 6.
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3.4 Resultados

Como anadlise preliminar, utilizamos uma linhagem celular de macrofagos
murinos para avaliar o papel do transportador zip3p na viruléncia de C. gattii in vitro.
Paraisso, alinhagem R265 selvagem ou nula para o gene ZIP3 (zip3A) foi co-cultivada
com a linhagem de macréfago murino peritonial J774.16. ApOGs duas horas de
interacdo, tempo descrito como necessario e suficiente para que ocorra o evento de
fagocitose [18], pode-se observar uma menor taxa de fagocitose das duas linhagens
deletadas quando comparadas a linhagem selvagem (Fig. 1A). No entanto, ao tempo
de 24 horas as leveduras ndo sao capazes de se replicar propriamente no interior dos
macrofagos, visto que o numero de células recuperadas foi menor do que no tempo
de duas horas. Quando comparadas, apos normalizacdo pelo nimero de células
recuperadas em 2 horas, ndo ha diferenca significativa entre a linhagem zip3A.2 e a
selvagem (Fig. 1B). A diferenca observada entre a linhagem zip3A.1 e R265 néo foi
observada nas repeticdes do experimento, nem nos demais modelos testados, dessa
forma sendo desconsiderada.

Para avaliar se esse comportamento era conservado entre linhagens de
macrofagos diferentes, utilizou-se a linhagem diferenciada de sangue RAW 264.7. De
forma semelhante, ambas linhagens zijp3A apresentaram uma menor taxa de
fagocitose apos duas horas de interacdo (Fig. 2A). Nao foi observada diferenca
significativa no indice de replicacdo intrafagossémica entre as linhagens mutantes e a
selvagem, no entanto o numero de leveduras recuperadas foi drasticamente menor
do que para a linhagem J774.16, podendo indicar uma maior eficiéncia da linhagem
RAW 264.7 na eliminag&o de Cryptococcus (Fig. 2B).

Amebas ambientais, como A. castellanii, representam um importante

reservatorio para as espécies de Cryptococcus, visto que ambos podem habitar o
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mesmo nhicho e as leveduras sdo capazes de se reproduzir no interior das amebas
[19]. Um perfil semelhante ao observado para as linhagens murinas pode ser
observado por A. castellanii, visto que apds 3 horas de interacdo houve uma reducao
significativa na fagocitose das duas linhagens zip3A quando comparadas a linhagem
R265 (Fig. 3A). Embora exista uma tendéncia ao aumento do IPR das linhagens nulas
para o transportador zip3p em amebas, ndo foi observada diferenca estatistica entre
as mesmas e a linhagem selvagem em nenhuma das repeticées do experimento (Fig.
3B).

Para avaliagédo da participacéo do transportador zip3p na viruléncia de C. gattii
in vivo foi escolhido o modelo de infeccéo inseto de Galleria mellonella. O modelo
apresenta diversas vantagens como facilidade e custo de manutencéo, ciclo de vida
rapido, reproducdo em larga escala e ndo necessitar de aprovacao por um comité de
ética. Embora pode-se avaliar uma influéncia do transportador na fagocitose in vitro
em diversos modelos, as linhagens nulas zip3A néo diferiram, de forma significativa,

da linhagem selvagem R265 na mortalidade das larvas (Fig. 4).
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3.5 Discussao

A levedura C. gattii pode ser considerada um patégeno intracelular facultativo,
uma vez que pode se desenvolver no interior de células fagociticas do hospedeiro
bem como no parénquima extracelular. Macréfagos alveolares constituem a primeira
linha de defesa contra esses patdégenos inalados e sdo responsaveis pela resposta
aguda a infeccdo [20]. Diversos estudos demonstraram a eficacia da reducdo de
metais disponiveis para o patégeno na contencdo de infec¢des fungicas [21]. Os
transportadores ZIP1 e ZIP2 demonstraram papel importante na viruléncia de C. gattii
e C. neoformans através da modulacdo da aquisicdo de zinco, permitindo a
proliferacdo desses patdgenos mesmo em condi¢cdes de restricdo de nutrientes
[13,22]. No entanto, ZIP3 ndo parece estar envolvido na homeostase de zinco mas
sim de manganés.

Observou-se que em nenhuma das linhagens de macréfagos murinas utilizadas
houve diferenca na viruléncia dos mutantes zip3A quando comparados a linhagem
selvagem, visto que ndo houve alteragdo na proliferacdo intracelular. (Fig. 1B; Fig.
2B). Um dos mecanismos utilizados por macréfagos para eliminacdo de patégenos
intracelulares é a producdo de ROS, os quais sao poderosos oxidantes que podem
causar danos em diversas estruturas celulares [3]. Células eucaridticas possuem
diversas defesas antioxidantes para conseguir lidar com as ROS geradas pela sua
respiracado celular e de origem exdgena, dentre as quais se destacam as SODs. De
maneira geral, os eucariotos possuem duas isoformas dessa enzima, uma presente
no citoplasma e que utiliza zinco e cobre como cofator (SOD1), e uma dependente de
manganés presente na mitocéndria (SOD2) [23].

Observamos previamente que as linhagens zip3A apresentavam uma

expresséo reduzida de ambas as isoformas da enzima SOD, e essa redugéo era
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acompanhada de maior sensibilidade a ROS in vitro [Garcia e Staats, ndo publicado].
A reducdo na expressdao das enzimas pode ser consequéncia da menor
disponibilidade de cofatores para o funcionamento das mesmas. Além disso,
manganés € um ion redox-ativo que, quando em maior quantidade no citoplasma, é
capaz de promover o crescimento celular mesmo em condi¢cdes de stress oxidativo
[14]. Em C. gattii, SOD1 apresenta um papel fundamental na expresséo de fatores de
viruléncia classicos da levedura e SOD2 se demonstrou essencial para o
desenvolvimento a 37°C em condi¢des aerdbicas e, consequentemente, para causar
infeccdo em hospedeiros mamiferos [17,24]. No entanto, dano oxidativo ndo parece
ser efetivo contra Cryptococcus, visto que camundongos nulos para NADPH-oxidase
conseguem lidar melhor com a infeccéo, sugerindo que ROS resultante da inflamacéo
€ mais prejudicial ao proprio organismo que ao fungo [25]. Portanto, a maior
sensibilidade a ROS observada pelas linhagens zip3A ndo se mostrou suficiente para
promover sua eliminacao no interior de macréfagos. Essa reducao na defesa redox
pode ser compensada por outros mecanismos no ambiente de infecgdo, como pelo
aumento da capsula polissacaridica, maior producdo do pigmento antioxidante
melanina ou pelos demais membros do sistema redox como catalases e glutationa
peroxidases [26,27].

No entanto, foi possivel observar uma reducdo na taxa de fagocitose das
linhagens nulas por linhagens de macrofagos ativadas por IFN-y e LPS (Fig 1A; Fig
2A). Os principais mediadores da fagocitose de Cryptococcus nao opsonizado foram
recentemente elucidados, tratam-se de polissacarideos presentes na capsula ou na
parede celular da levedura que sdo caracterizados como padrées moleculares
associados aos patdgenos (PAMPSs) [28]. Os PAMPs sao reconhecidos por receptores

reconhecedores de padrdoes (PRRs) por células do sistema imune, podendo entdo
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induzir uma resposta de defesa do hospedeiro [29]. Sabe-se que a capsula
polissacaridica de Cryptococcus possui capacidade imunomodulatéria e é capaz de
inibir a fagocitose na auséncia de opsoninas [30—32]. A montagem da capsula se da
de fora para dentro e a agregacao de GXM capsular, principal componente da capsula,
€ dependente de cations divalentes [33,34]. Dessa forma, é possivel que a auséncia
de ZIP3 influencie, de forma indireta, na correta montagem da capsula e,
consequentemente, no reconhecimento e fagocitose das leveduras por macrofagos.

Amebas de vida livre sdo predadores naturais de Cryptococcus sp. e
apresentam propriedades fagociticas semelhantes as de macréfagos mamiferos,
utilizando-se de mecanismos semelhantes para a eliminacdo dos mesmos [19,35].
Na&o foi possivel observar diferenca na viruléncia das linhagens nulas zip3A no modelo
de infeccdo de A. castellanii. No entanto, o mesmo perfil de menor fagocitose
analisado nos macréfagos murinos pode ser no modelo de ameba . Esse resultado
demonstra que a reducao da fagocitose dos mutantes zip3A ndo é dependente de
opsoninas, devendo se dar por alguma alteracdo nos mediadores de fagocitose da
levedura.

Apesar de ndo haver envolvimento de Zip3 na viruléncia de C. gattii in vitro,
pode-se observar uma reducdo na sua fagocitose nos trés modelos testados. Visto
gue Cryptococcus parece se desenvolver melhor no ambiente intracelular e que a
deplecdo de macréfagos alveolares ou o uso de inibidores de fagocitose estéao
relacionados a uma maior sobrevivéncia do hospedeiro, pode-se hipotetizar que o
produto do gene ZIP3 influencie na viruléncia de C. gattii in vivo [28,36,37]. As larvas
de G. mellonella sdo amplamente utilizadas em ensaios de viruléncia de
microrganismos e avaliacao de acéo de drogas microbicidas in vivo [38]. Embora nao

possuam sistema imune adaptativo, apresentam uma resposta imune inata muito



34

semelhante a de vertebrados e toleram a temperatura de 37°C, mimetizando a
temperatura corporal de hospedeiros mamiferos [39]. Entretanto, ndo houve diferenca
na sobrevivéncia das larvas quando infectadas pelas linhagens zip3A comparadas a
linhagem selvagem.

Dessa forma, apesar de influenciar na homeostase de manganés e,
indiretamente, na resposta celular de C. gattii a estressores oxidativos, ZIP3 nao
parece ser importante para a viruléncia da levedura. Ha diversas estratégias utilizadas
por células eucaridticas para se defender de ROS que podem compensar a menor
disponibilidade de manganés e menor expressdo das enzimas SOD. Assim como
outros fungos e bactérias, Cryptococcus sp. produz o pigmento melanina, importante
fator de viruléncia, que € capaz de estabilizar radicais livres e absorver radiacéo
eletromagnética, protegendo a levedura de ROS gerados pelo hospedeiro e da
radiacdo ambiental [26,40,41]. Além disso, evidéncias sugerem que ROS ndo sao
eficientes para eliminacdo de Cryptococcus sp. in vivo, mas espécies reativas de
nitrogénio, como o 6éxido nitrico (NO) gerado por macrofagos, apresentam um papel

protetor contra as leveduras [25,42].
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3.7 Legendas das figuras

Figura 1: Zip3influencia na taxa de fagocitose de C. gattii pelalinhagem J774.16.
(A) Ensaio de fagocitose in vitro utilizando a linhagem de macréfagos murinos J774.16
ativada com IFN-y e LPS e a linhagem selvagem (R265) ou as linhagens zip3A de C.
gattii. Apos duas horas de interacdo, os macréfagos foram lisados e dilui¢cdes do lisado
foram plaqueadas em YPD agar para determinacdo da taxa de fagocitose por
contagem de CFU. (B) Ap6s a fagocitose, foram removidas as leveduras nao
internalizadas e o sistema foi incubado a 37°C na presenca de 5% de CO2 por 24
horas. Transcorrido esse tempo, os macrofagos foram lisados e houve determinacéo
da carga fungica intracelular por contagem de CFU. Andlises estatisticas realizadas
utilizando teste ANOVA de uma via. (**) p < 0.01. Analises representadas por ** se

referem as comparagdes com a linhagem selvagem (R265).

Figura 2: Zip3 influencia na taxa de fagocitose de C. gattii pela linhagem RAW
264.7. (A) Ensaio de fagocitose in vitro utilizando a linhagem de macréfagos murinos
RAW 264.7 ativada com IFN-y e LPS e as linhagens zip3A de C. gattii e a linhagem
selvagem (R265). Ap6s duas horas de interacdo, os macrofagos foram lisados e
diluicbes do lisado foram plaqueadas em YPD agar para determinacdo da taxa de
fagocitose por contagem de CFU. (B) Ap6s a fagocitose, foram removidas as
leveduras néo internalizadas e o sistema foi incubado a 37°C na presenca de 5% de
CO:2 por 24 horas. Transcorrido esse tempo, os macrofagos foram lisados e houve
determinacdo da carga fudngica intracelular por contagem de CFU. Analises
estatisticas realizadas utilizando teste ANOVA de uma via.(*) p < 0.05; (**) p < 0.01.
Andlises representadas por * se referem as comparacdes com a linhagem selvagem

(R265).
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Figura 3: Zip3 influencia na taxa de fagocitose de C. gattii por A. castellanii. (A)
Ensaio de fagocitose in vitro utilizando a ameba A. castellanii e a linhagem selvagem
(R265) ou as linhagens zip3A de C. gattii. ApOs trés horas de interacdo, as amebas
foram lisados e dilui¢des do lisado foram plagueadas em YPD agar para determinacéo
da taxa de fagocitose por contagem de CFU. (B) ApGs a fagocitose, foram removidas
as leveduras néo internalizadas e o sistema foi incubado a 30°C por 24 horas.
Transcorrido esse tempo, as amebas foram lisados e houve determinacdo da carga
fungica intracelular por contagem de CFU. Analises estatisticas realizadas utilizando
teste ANOVA de uma via. .(*) p < 0.05; (**) p < 0.01. Analises representadas por * se

referem as comparac¢des com a linhagem selvagem (R265).

Figura 4: Zip3 nao influencia a viruléncia de C. gattii no modelo de infeccao de
Galleria mellonella. Utilizou-se 10 larvas de G. mellonella pesando entre 220 e 260
mg por condicdo. Foram inoculadas 108 células de C. gattii selvagem ou zip3A na
hemocele das larvas via ultima pro-leg. PBS foi utilizado como controle do veiculo.
Apos a injecdo as larvas foram incubadas a 37°C por 7 dias e avaliadas quanto a
mortalidade diariamente. As larvas eram consideradas mortas quanto nao respondiam
ao toque. A estimativa de diferenca na sobrevivéncia foi analisada pelo método Log-

rank (Mantel-Cox).
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Embora os resultados obtidos anteriormente sugerissem uma alteracdo na
homeostase de manganés e um desbalanco redox nas células nulas para ZIP3, o
mesmo nado é importante para a viruléncia de C. gattii, visto que ndo foi observada
alteracdo em nenhum dos modelos testados. Entretanto, ZIP3 pode estar envolvido,
de maneira indireta, na montagem correta da capsula polissacaridica ou envolvido
com a apresentacao de algum PAMP fangico, pois, em todos os modelos avaliados,
houve uma reducao da fagocitose.

Como perspectivas espera-se avaliar a integridade da capsula polissacaridica
por microscopia eletrbnica de varredura, além de quantificar GXM secretado nas
linhagens nulas. Pode-se, ainda, avaliar os outros PAMPs mais bem estudados, como
quitina e B-Glicano. Para compreender-se como a célula reage a stress oxidativo na
condicdo de menor expressdo das SODs, pode-se avaliar os possiveis fatores
compensatorios, como a capsula polissacaridica, producédo do pigmento melanina e
expressdo de enzimas de atividade antioxidante como catalases e glutationa

peroxidases.
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